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Ein wirksames Immunsystem erfordert das Zusammenspiel von zellulären und humoralen
Komponenten, die sich in den frühen Lebensphasen der Organismen entwickeln. Die meisten Zellen,
die in die Immunantwort involviert sind, leiten sich aus Stammzellen des Knochenmarks ab. Deshalb
wurde bei Organismen ohne E doskelett - den I vertebraten - keinerlei Fähigkeiten zu
Immunreaktionen angenommen. Der Evolutionserfolg der Invertebraten zeigt jedoch, daß sie in der
Lage sind, sich pathogenen Keimen und Parasiten erfolgreich zu widersetzen. Markant für viele
immunologische Prozesse in Invertebraten ist die äußerst starke Erstreaktion (Humphreys und
Reinherz, 1994). Die vorgelegten Untersuchung wurde an einer nicht induzierbaren, sondern
natürlichen vorkommenden Erstreaktion (lytischen Aktivität) durchgeführt. Die Analyse des lytisch n
Prozesses schloß neben der Isolierung und Charakterisierung eines Hämolysi s (Eiseniapore) aus
Eisenia fetida fetida und eines Eiseniapore-regulierenden Faktors (ERF) - einem hier erstmals
nachgewiesenen Hämolysin-Regulator bei Invertebraten - die Aufklärung der Eiseniapore-Membran-
Wechselwirkung an Lipidmembranen ein. Hierbei bildeten Leakage-messungen an Liposomen mit
unterschiedlicher Lipidzusammensetzung einen experimentellen Schwerpunkt. Diese Messungen
ermöglichten zum einen die Identifizierung des Lipidrezeptors Sphingomyelin, der die Bindung
Eiseniapores an der Ta getmembran vermittelt, und zum anderen geben sie einen Hinweis auf eine
spezielle Wechselwirkung von Sphingomyelin mit Cholesterol. Die Einteilung tierischer Toxine
erfolgt nach Bernheimer (1996) in einer ersten Grobasprache in Sphingomyelin-inhibierbare und in
Thiol-aktivierbare Proteine. Eiseniapore ist das erste beschriebene Toxin, daß sich in diese dichotome
Ordnung nicht einteilen läßt, da es durch Thiolgruppen aktiviert werden kann und außerdem durch
Sphingomyelin hibierbar ist. Trotz der Fähigkeit der unmittelbaren Erkennung ohne vorherigen
Kontakt gelten die Immunantworten der meisten Inver braten als sogenannte 'langsame
Immunreaktionen' (Humphreys und Reinherz, 1994). Mit den in dieser Arbeit vorgestellten
Leakagemessungen werden zum ersten Mal sehr schnelle Reaktionen bei Anneliden beschrieben. Die
Kinetik des Leakagevorgangs folgt einer Reaktion 2. Ordnung, woraus geschlossen werden kann, daß
Eiseniapore an einem Punkt des Leakageprozesses als Dimer agiert. Die Sekundärstruktur
Eiseniapores erfährt während der Membranbindung keine signifikante Änderung: 37% b-sheet, 28%
a-helix, 17% b-turn und 18% Zufallsknäuel. Somit gehört Eiseniapore zu den wenigen
membranaktiven Toxinen mit einem hohen Anteil an b-sheet Strukturen, einer Gruppe von Protei en,
über die im Gegensatz zu den a-h likalen Proteinen nur sehr wenig Informationen vorliegen (van d r
Goot et al., 1997). Durch Elektronenmikroskopie und Elektrophorese wurde die eigentliche lyt sche
Struktur an der Targetmembran identifiziert. Es ist eine Proteinpore, bestehend aus sechs Eiseniapor -
Monomeren, die einen Tunnel in der Membran bilden, der anderen Porenformern (Komplement)
gleicht. Da lytische Proteine für viele Organismen beschrieben werden konnten, wurde für die
Klassifikation der gewonnenen Details untersucht, ob die membrandestabilisierenden Vorgänge
jeweils analog oder homolog zu denen anderer lytischer Proteine sind. Für die lytische Aktivität in E.
fetida ssp. wurde bisher eine Analogie (funktionsgleiche Struktur) zu lytischen Proteinen des
Komplementsystems verneint (Roch et al., 1995). Die vorgelegten Ergebnisse zeigen jedoch, daß es
für die Annahme einer Analogie von Eiseniapore mit dem lytischen Komplex des Komplements
zahlreiche Anhaltspunkte gibt. Ein Indiz für die immunologische Verwandtschaft von Eiseniapore mit
der Komplementkomponente C9 und des ERF mit dem Komple entregulator Vit onectin ist neben
der gezeigten Kreuzreaktionen der Nachweis, daß der ERF neben der  Eiseniapore- auch die
Komplement-vermittelte Hämolyse inhibiert, wie auch Vitronectin die Eiseniapore- und die
Komplement-induzierte Hämolyse unterdrückt. Dies demonstriert erstmals die Funktionsähnlichkeit
lytischer Proteine aus den Stämmen Oligochaeta und Mammalia.
1Before ordering a test decide what you will do if it is 1. positive, or 2. negative.
If both answers the same, don’t do the test.
D. Greenberg (1880-1958, Biochemiker)
2Diese Arbeit wurde von der Friedrich-Naumann-Stiftung, Wissenschaftliche Dienste und
Begabtenförderung mit Mitteln des Bundesministeriums für Bildung und Wissenschaft
gefördert.
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2. EINLEITUNG
2.1. Immunreaktionen bei Invertebraten1
'Wer einmal an der Pest erkrankt ist, infiziert sich nie wieder.' Entweder der Mensch stirbt
oder ist sein Leben lang frei von dieser Infektion. In beiden Fällen bleibt die Erkrankung ein
singuläres Ereignis. Diese mittelalterliche Beobachtung wurde mit dem Begriff Immunität (lat.
immunis - frei von) versehen. Schon zum Ende des vergangenen Jahrhunderts weitet Metschikoff
1879 mit Studien über das Abwehrverhalten von Seesternlarven die Immunologie auf den
Bereich der Wirbellosen (Invertebraten) aus. Burnet und Fenner wiesen 1949 darauf hin, daß
sämtliche Organismen mit tierischer Ernährung notwendigerweise die Fähigkeit zur "Fremder-
kennung" besitzen müssen, um selbst synthetisierte von aufgenommenen Molekülen zu unter-
scheiden.
         Die Fremderkennung wird bei Mäusen2 und Menschen, den immunologisch am besten
untersuchten Organismen, vor allem über Antikörper (Immunoglobuline) und  T-Zell-Rezeptoren
(TCR) vermittelt. Die TCR - als antikörperähnliche Proteine auf der Membranoberfläche der T-
Zellen - werden jedoch im Gegensatz zu den Antikörpern nicht sezerniert. Die T-Zell-
Immunantwort wird direkt auf der Membranoberfläche der
                                            
1 Die Definition der Immunität als Fähigkeit eines Organismus, Krankheiten zu widerstehen, folgt der
erweiterten Definition von Götz (1988). Diese verzichtet bewußt auf eine Einteilung in: Resistenzmecha-
nismen für Wirbellose und Immunreaktionen nur für Wirbeltiere. Die Einteilung wird insbesondere
außerhalb des angelsächsischen Sprachraums häufig noch vorgenommen (Friemel und Brock, 1990).
2 Die Immunologie bildete sich historisch als Zweig der Medizin heraus, da das Objekt der Medizin -der
Mensch- Experimenten nicht zur Verfügung stand, wurden Tiermodelle gesucht; so stammen heute
Theorie, Konzept und Technik der Immunologie hauptsächlich aus der wissenschaftlichen Auseinanderset-
zung mit einer einzigen Wirbeltierart - Mus musculus (Hausmaus). Die Resultate, die an der Maus
gewonnen wurden, lassen sich nur an anderen Säugern verifizieren. Die Abwehrmechanismen von über
95% aller Organismen (den Wirbellosen) sind darum nur in geringem Maße aufgeklärt (Cooper et al.,
1992).
T-Zelle über den Rezeptor ausgelöst. Die T-Zellen sind die Träger der zellulären Immunantwort.
Die humoralen Immunantwort (siehe auch Kap. 2.2 und Diskussio ) wird im wesentlichen über
Antikörper vermittelt, auch wenn sich die humorale Immunantwort nicht auf Antikörper
reduzieren läßt. Die Antikörper der höheren Säugetieren lassen sich in fünf Klassen (IgA, IgD,
IgE, IgG und IgM) mit jeweils typischen physikochemischen Eigenschaften einteilen. In einem
Milliliter Humanblut zirkulieren ständig 1016 Antikörper (Friemel und Brock, 1990). Diese haben
eine primär neutralisierende Wirkung auf eindringende Keime wie Viren und bakterielle Toxine.
Aber sie wären nahezu bedeutungslos, wenn sich ihre Wirkung gegen fremde, immunogene
Moleküle (= Antigene) nicht auf sekundäre Effektorfunktionen erweitern würde. Die Aktivierung
des Komplement (Es komplementiert die Wirkung der Antikörper.) ist einer der wichtigsten
solcher Effektormechanismen. Das Komplement ist kein einzelnes Protein, sondern es besteht
aus einer Gruppe von ungefähr 20 Proteinen, die sich kaskadenartig aktivieren und so Entzün-
dungsreaktionen vermitteln, in deren Folge fremde Zellen und Bakterien lysiert werden können
(Colten und Rosen, 1992, Tayler, 1992; Schieren und Hänsch, 1993; Nicholson-Weller und
Halperin, 1993; Green und Vermeulen, 1994; Tschopp und French, 1994; Birmingham, 1995;
Lokki et al., 1995)3. Die proinflammatorischen und lytischen Eigenschaften des Komplements
erfordern eine strenge Regulation. Die terminalen lytischen Komponenten werden unter anderem
durch den homologen Restriktionsfaktor (HRF) und Vitronectin reguliert. Vitronectin kann an
mehreren Orten der Komplementkaskade wirken, so unterdrückt es beispielsweise die Polymeri-
sation von C9-Monomeren zur makromolekularen Pore. Vitronectin ist vermutlich das phylogen-
tisch ältere Regulatorprotein, da es im Gegensatz zum HRF auch die hämolytische Aktivität von
Perforin inhibiert, welches als das stammesgeschichtlich ursprünglichste Protein der sogenannten
Perforin-Familie4 gilt.
Antikörper vermitteln auch direkt als vielseitige Adaptoren -sozusagen als Verbindungsstük-
ke- zwischen dem Mikroorganismus und dem Phagozyten, wenn ein Infektionserreger nicht
erkannt werden kann. Da Immunoglobuline die Integrität und Individualität von Organismen
ermöglichen, bedeutet der Ausfall der Antikörper-Synthese oder auch nur der Mangel von
Antikörpern schwere pathogene Veränderungen. Beim Menschen erlangt ein Defizit der Antikör-
perproduktion schnell klinische Bedeutung, beispielsweise folgen schon einem Mangel allein an
IgA Allergien oder auch maligne Tumoren (Peter, 1991; Zenone et al., 1996).
                                            
3 Die terminalen Komponenten C5, C6, C7, C8 und C9 oligomerisieren zu einem transmembra-
nalen Kanal - dem lytischen Membranangriffskomplex (MAC). Die Sequenzanalyse ergab eine
große Übereinstimmung der Proteine C5, C6, C7, C8 und C9 mit  Perforin, dem Killerprotein
bestimmter Lymphozytenpopulationen.
4 Dazu gehören (in der Reihenfolge ihres phylogenetischen Auftretens): Perforin, C9, C8, C7, C7
und C6. Perforin ist das kleinste und älteste Molekül (535 Aminosäuren). Das phylogentisch
jüngste und komplexeste Protein ist C6 (913 Aminosäuren) (DiScipio und Hugli, 1989; Tschopp und
Nabholz, 1990).
Somit könnte vermutet werden, daß ein Abwehrsystem, das ohne Antikörper wirkt, dem
Organismus nur geringe Überlebenschancen ermöglicht. Dem ist jedoch nicht so. Die Antikör-
per-unabhängige Immunität ist für alle Stämme der in der Evolution äußerst erfolgreichen
Wirbellosen (Invertebraten) typisch. Die Leistungsfähigkeit dieses Antikörper-unabhängigen
Systems wird beispielsweise dadurch demonstriert, daß in den Stämmen der Wirbellosen, die
über eine allogene Immunerkennung verfügen, noch keine Tumoren beschrieben werden konnten
(Roitt et al., 1995, auch: Kaiser, 1993; De Boeck und Kirsch-Volders, 1997). Weiterhin gestattet
es den Invertebraten die Besiedlung aller Lebensräume, einschließlich der für Vertebraten und
Säuger nicht zugänglichen Extremreservoire (Harvel, 1990a). Das Innere der wirbellosen Tiere
ist ebenso "steril" (Urich, 1990) wie das der Wirbeltiere, obwohl die Gefahr der Kontamination
keinesfalls geringer ist. Ein 'erfolgreiches Überleben' bezieht sich bei den sogenannten niederen
Organismen jedoch nicht nur auf die größere Anzahl der besiedelten Lebensräume, sondern auch
auf die phylogenetisch längere Dauer des Überlebens (Sima und Vetvicka, 1993).
Der sogenannte "another viewpoint" (Cooper et al., 1992) der Invertebraten-Immunologie auf
die Probleme der Immunologie erfolgte bisher, von einigen gut untersuchten Insektengruppen
abgesehen, an sehr einfachen Organismen, oft an den ersten Gewebetieren in der Evolution
überhaupt (referiert bei Macek et al., 1994). Vom phylogenetischen Standpunkt aus sind
Untersuchungen an den zweikeimblättrigen Organismen (Porifera (Schwämme), Cnidaria
(Nesseltiere) und Ctenophora (Rippenquallen)) nicht problemlos, da erst mit dem evolutionären
Auftauchen des dritten Keimblattes (Mesoderm) - beginnend bei den Plathelminthes (Plattwür-
mer) - das eigentliche Gewebe für die Bildung von immunologischen Faktoren zur Verfügung
stand. Bei den untersuchten zweikeimblättrigen Organismen kann zum einen nicht immer
zweifelsfrei geklärt werden, ob die untersuchten Faktoren überhaupt einen direkten Bezug zur
Abwehr haben (Mangel et al., 1992; Smith und Davidson, 1994; Zhang et al., 1997); zum
anderen haben die Faktoren einen völlig anderen phylogenetischen/ontogenetischen Ursprung,
was eine Betrachtung unter den Gesichtspunkten der vergleichenden Immunologie erschwert5
(Harvell, 1990b).
Trotz dieser stammesgeschichtlichen 'Vorgabe' werden seit Anfang der neunziger Jahre selbst
lytische Systeme der Mikroorganismen als immunologische Faktoren dieser Organismen
gesehen: Die Selbstschutz-Mechanismen, die einen Angriff der eigenen lytischen Proteinen
                                            
5 Selbstverständlich ist ein Vergleich zwischen allen taxonomischen Gruppen möglich, aber
gerade vom evolutionären Standpunkt aus erscheint eine vergleichende Studie ab den dreikeim-
blättrigen Organismen (Triploblasten) sinnvoller. Eine natürlich vorkommende humorale
Immunität wird beispielsweise erst ab den Cölomata angenommen; Prozesse wie die Phagozyto-
se, die zum Teil zu den Abwehrprozessen gerechnet werden, finden sich im gesamten Tierreich.
Dort, wo in dieser Arbeit ein allgemeiner Vergleich porenformender Proteine aller taxonomischer
Gruppen erfolgt, geschieht dies unter funktionellen Gesichtspunkten.
verhindern sollen, werden von mehreren Autoren als eine Form der Immunität der einzelligen
Organismen aufgefaßt (Engelke et al., 1994; Kuipers et al., 1993; Reis et al. 1994; Venema et al.,
1994; Abee 1995; Siegers und Entian, 1995; Siger et al., 1996). Die Annahme von Immunreak-
tionen in einzelligen Organismen ist jedoch sehr weitgehend.
Es kann nicht erwartet werden, daß sich einzelne immunologische Fähigkeiten in der
Evolution kontinuierlich entwickeln. Die Phylogenie der Selbst/Fremd-Erkennung demonstriert
dies eindrucksvoll: Porifera (Schwämme) und Cnidaria (Nesseltiere) gelten als die "primitivsten
Stämme der Invertebraten" (Harvell, 1990b), jedoch verfügen sie als marine, oft koloniebildende
Invertebraten über gut ausgebildete Mechanismen der allogenen und xenogenen Gewebeabst-
ßung. Diese Fähigkeiten sollen beispielsweise die Fusion einzelner Individuen untereinander
verhindern. Bei den höherentwickelten Insekten und Mollusken, mit ihren bereits stark differen-
zierten Immunsystemen hingegen, sind diese Fähigkeiten schwach oder gar nicht ausgebildet
(Lackie, 1986; Harvell, 1990), da die Wahrscheinlichkeit, daß es bei den solitären und mit einem
Chitinpanzer umgebenden Insekten zu Gewebekontakten untereinander kommt, sehr gering ist.
Dieser Teil der Selbst/Fremd-Erkennung brächte den Insekten daher keinen selektiven Vorteil
und wurde im Laufe der Evolution aufgegeben.
Die immunologische Erkennung und Abstoßung wird bei Invertebraten über zytotoxi-
sche/zytolytische Reaktionen gewährleistet. Die Träger solcher Reaktionen sind vermutlich NK-
Zellen6-ähnliche Strukturen, die membranzerstörende Proteine sezernieren. Ein deutlicher Unterschied zu
den Vertebraten ist jedoch die Dauer, die diese Reaktionen in Invertebraten einnehmen. Diese sogenannten
langsamen Immunreaktionen gelten für die Mehrzahl der Immunreaktionen in Invertebraten als typisch
(Humphreys und Reinherz, 1994). Sequenzhomologien membranzerstörender Proteine sind innerhalb der
Wirbeltierstämme gut untersucht. So sind die Membrantoxine im Gift der Klapperschlange (Crotalus atrox)
homolog mit den membranaktiven Enzymen aus dem Rinderpankreas (Maraganore und Heinrikson, 1987).
Solche Übereinstimmungen sind jedoch nicht nur auf Wirbeltiere beschränkt. Sogar Pflanzenproteine
(Thionine7), die mit membranangreifenden Faktoren aus dem Immunsystem höherer Vertebraten homolog
sind, wurden beschrieben (Oka,  1992).
Auch für das umfassendste Effektorsystem - das Komplement - wird über ein Vorhandensein
in Invertebraten seit über drei Jahrzehnten intensiv spekuliert (Day et al. Immunsystem höherer
                                            
6   NK-Zellen (natürliche Killer-Zellen) perforieren die Zielzelle mit porenbildenden Proteinen
(Perforin) ohne vorherigen Antigenkontakt. Während dies bei Vertebraten nicht für die Mehrzahl
der Immunreaktionen gilt, ist in Invertebraten die unmittelbare Erkennung ohne vorherigen
Kontakt die Regel (Humphres und Reinherz, 1994)
7  Es wird vermutet, daß die Thionine eine Auseinanderstezung der Pflanze mit Bakterien
ermöglichen (Huang et al., 1997).
Vertebraten homolog sind, wurden beschrieben8 (Oka t al., 1970, Bertheussen, 1982, 1984;
Enghild et al., 1990; Smith und Davidson, 1994). Mit dem Nachweis eines Proaktivators für die
Komplementkomponente C3 bei Pfeilschwanzkrebsen (Limulus polyphemus) begann eine
umfassende Suche nach Präformen des Komplementsystems bei Wirbellosen (Armstrong und
Quigley, 1987). 1990 konnte wiederum bei Li ulus polyphemus ein a2-Macroglobulin - ein
Mitglied der Proteinfamilie, die auch die Komplementkomponenten enthält - nachgewiesen
werden (Enghild et al., 1990). Dieses Protein ist aber für die lytische Aktivität des Serums nicht
notwendig (Armstrong et al., 1993). Der Nachweis von einzelnen Komponenten, die sich zur
Perforinfamilie (= terminale Komplementproteine und Perforin) homolog verhalten, steht noch
aus (Cooper et al., 1992; Komiyama et al., 1997)9.
Komplement kann über zwei Wege aktiviert werden. Der sogenannte klassische Weg wird
über Antikörper-Antigen-Komplexe ausgelöst. Der alternative Weg wird unter anderem durch
Polysaccaride aus der Membran/der Zellwand von Mikroorganismen, Zellen mit niedrigem
Neuraminsäuregehalt, Polyanionen und virusinfizierte Zellen  direkt ausgelöst. Er ist somit
unspezifisch (Bitter-Suermann und Hadding, 1991).
Nach ihrer Spezifität gegenüber dem Antigen werden die Abwehrmechanismen in einen
spezifischen (synonym antizipatorischen oder adaptiven) und einen unspezifischen (synonym
nicht-antizipatorischen oder angeborenen, auch: Resistenz) Mechanismus unterteilt. Beide
Reaktionen wirken in Vertebraten nicht isoliert. Der spezifische von Antikörpern abhängige
Mechanismus wird von unspezifischen begleitet. Letzterer galt allerdings gegenüber den
spezifischen Prozessen als weniger bedeutend ("unintelligent, indiscreet and obsolescent"
(referiert bei Fearon, 1997)). Neuere Ergebnisse zeigen hingegen, daß unsere Vorstellung vom
zentralen Moment der spezifischen Immunreaktion - der Bildung der Antikörper und T-Zell-
Rezeptoren, initiiert durch eine antigene Determinante - äußerst unzureichend ist, sowie, daß
bestehende Hypothesen Defizite aufweisen (Fearon, 1997).
Fearon (1997) spekuliert, daß die spezifische Erkennung des Antigens und die nachfolge e
                                            
8Die Tatsache, daß nicht selten Domänen in ganz verschiedenen Proteinen mit übereinstimmen-
der Sequenz gefunden wurden, hat zu der Vorstellung von der Neukombination von Genteilen
durch Exonshuffling geführt. Die Theorie der Exonkombination ließ sich durch den Nachweis
von acht homologen Exons (die zusammen 400 Aminosäuren codieren) im LDL-Rezeptor und im
EGF-Vorläufer (epidermal growth factor), erstmals belegen. Außerdem sind mehrere der
Sequenzen aus LDL-Rezeptor und EGF-Vorläufer mit der Komplementkomponente C9 homolog
(Südhof, 1985).  
9 Breitere Akzeptanz fand die These von der möglichen evolutionären Verwandtschaft zwischen
dem pro-Phenoloxidase-System und Komplement (Söderhall, 1982, Johansson and Söderhall,
1996). Beide Systeme haben einen kaskadenartigen Ablauf und einzelne Komponenten werden
durch proteolytische Enzyme aktiviert.
Bildung der Antikörper vermutlich von dem unspezifischen Teil der Immunität abhängig sein
könnte10, was deutlich über die Vorstellung der einfachen Wechselwirkung dieser beiden
Immunantworten hinaus geht. Das Wissen über die nicht-antizipatorische Immunreaktion ist sehr
begrenzt. Ihre Vernetzung mit der antizipatorischen Immunreaktion erschwerte eine separate
Analyse. In Invertebraten scheint allein die nicht-antizipatorische, unspezifische Immunantwort
vorzukommen, sie sind deshalb ein geeignetes Modell für die Untersuchung dieser Prozesse.
Janeway (Tabelle 1) wies darauf hin, daß sich das zytolytische Effektorsystem der höheren
Vertebraten in die Wirkungen der (i) unspezifischen, natürlichen Killer-Zellen und der (ii)
spezifischen, zytolytischen T-Zellen teilt.
Die natürlichen Killer-Zellen können als die evolutionäre Vorstufe der zytolytischen T-Zellen
aufgefaßt werden, wie auch der unspezifische, alternative Weg der Komplementkaskade der
Vorläufer der spezifischen, klassischen Komplementaktivierung ist. Die unspezifischen Mecha-
nismen erkennen ihre Zielzelle nicht an einem hochspezifischen bestimmten Epitop (= antigene
Determinante), sondern sie wechselwirken mit einem breiten unspezifischen Spektrum an
Substanzen (z.B. Polysaccharide der Bakterien- (LPS) oder Hefezellenmembran (Zymosan) oder
in der mikrobiellen Zellwand verankerte Mannose).
Die immunologische Erkennung ist in den letzten Jahren zum Schlüssel der Analyse von
Immunreaktionen geworden. So ist sie auch der entscheidende Punkt für
die Unterteilung der Abwehr von Vertebraten (anticipatory immune responses) und Invertebraten
(non-anticipatory immune responses)11. Während die Abwehr der Vertebraten die Selbst/Fremd-
Erkennung über extrem individuelle Epitope realisiert, werden durch das Abwehrsystem der
Invertebraten sogenannte 'heterophile Antigene' (wie bei der unspezifischen Abwehr der
Vertebraten: z.B. LPS, Zymosan oder Mannose) erkannt. Für die nicht-spezifischen  Effektorme-
chanismen der Vertebraten konnten auch Nachweise in Invertebraten erbracht werden, so für das
C-reaktive Protein (Robey und Liu, 1983; Armstrong et al., 1993) und die Phagozytose (Ottaviani
                                            
10 Fearon (1997) bezieht sich auf Janeways (1989) Bemerkung vom "kleinen dreckigen Geheim-
nis des Immunologen". Diese bezieht sich auf die experimentelle Induktion einer adaptiven
Immunantwort mit Freud’schem Adjuvant (Mineralöl, Emulgator und abgetötete Mykobakteri-
en); im Experiment wird ein Protein erst durch das Einbringen in einen "Mineralöllösung" ein
Antigen. Das "reine Antigen" muß "kontaminiert" werden, um eine spezifische Immunantwort zu
induzieren. Erst wenn Effektoren der nicht-spezifischen Immunität die Mykobakterien erkennen,
könne das beigemischte Antigen eine adaptive Immunantwort hervorrufen.
11 Auch wenn der Term "anticipatory/non-anticipatory" aus semantischen Gründen nicht
durchgängig akzeptiert wird (Cooper et al., 1992), ist es erstaunlich, wie sehr die äußerst
willkürliche taxonomische Einteilung von Wirbellos/Wirbeltier den zwei Formen der immunolo-
gischen Erkennung folgt. Die Wirbeltiere verfügen mit den Antikörpern über die Möglichkeit,
alle theoretischen Epitope (z.B. künftig synthetisierte Antigene) spezifisch zu erkennen, die
Faktoren der Wirbellosen wechselwirken hingegen mit der Gesamtheit einer chemischen Gruppe
auf der Oberfläche von potentiellen Parasiten.
und Franceschi, 1997). Außerdem sind lytische Aktivitäten in Invertebraten beschrieben worden,
die von einigen Autoren in ihrer Funktion als Komplement-ähnlich eingestuft werden (Tabelle 1)
(Bertheussen, 1983; Canicatti und Ciulla, 1987, 1988).
Tabelle 1. Nicht-spezifische und spezifische immunologische Effektormechanismen (nach
Janeway, 1989; Cooper et al., 1992)
Nicht-spezifische Effektormechanismen Spezifische Effektormechanismen
alternative Komplementkaskade Antikörper + klassische Komplement-
kaskade
Phagozytose Antikörper + Fc-Rezeptor induzierte
Phagozytose
C-reaktives Protein spezifische Antikörper gegen Phos-
phocholinanteile in der Membran
Makrophagenaktivierung T-Zell abhängige Aktivierung der
Makrophagen
natürliche Killer-Zellen zytolytische T-Zellen
Nachdem indirekte Nachweise für eine NK-Zellen-ähnliche Aktivität im Bereich der Invertebra-
ten bei Mollusken gelangen (Franceschi et al., 1991), wurde für bestimmte Zellen der Anneliden
eine Ähnlichkeit mit NK-Zellen beschrieben (Quaglino et al., 1996).  Eine immunologische
Verwandtschaft der von NK-Zellen sezernierten Proteine  - ermittelt über kreuzreagierendes
Verhalten mit anti-Perforin-Antikörpern - konnte bei den zytolytischen Zellen der Anneliden
bisher nicht nachgewiesen werden (Porchet-Henneré et al., 1992). Außerdem wurde mittels
Elektronenmikroskopie bei Anneliden (Lumbriciden) nach den für NK-Zellen typischen,
tunnelbildenden Proteinen - jedoch ohne Erfolg - gesucht (Roch et al., 1989).
Sowohl bei den lytischen Proteinen der Vertebraten der zellulären Immunität (z.B. NK-
Zellen: Perforin), den lytischen Proteinen der humoralen Immunität (z.B. terminale Komple-
mentkomponenten, Poly-C9), als auch den Hämolysinen der Invertebraten ist die physiologische
Bedeutung nicht abschließend geklärt. Die Zuordnung dieser Proteine in den Bereich der
immunologischen Abwehr ist, trotz der Attraktivität des Modells der immunrelevanten Lyse,
nicht frei von einer gewissen Willkür. An dieser Situation haben die seit kurzem zur Verfügung
stehenden "Perforin knock-out"- und "Perforin-Mangel"-Mäuse (Atkinson et al., 1995; Clark et
al., 1995; Kägi et al., 1995) wenig geändert. Es gibt jedoch erste Indizien, die unter anderem für
eine Beteiligung dieses lytischen Proteins an der Eliminierung von Tumorzellen und von nicht-
zytopathischen Viren sprechen (Kägi et al., 1996).
2.2. Abwehrreaktionen bei Anneliden am Beispiel der Lumbriciden (Regenwürmer)
Lumbriciden, die nach der revidierten Taxonomie von Hrabe (1983) und Brinkhurst (1984)
die Stammform der Oligochaeten12 repräsentieren, von denen alle anderen Vertreter dieser
Gruppe abzweigen, sind sehr interessante Organismen für vergleichende immunologische
Untersuchungen. Sie verfügen bereits über Abwehrmechanismen, die sich entsprechend der
klassischen Nomenklatur der Immunologie in humorale (lat. umor=Flüssigkeit, hier im Sinne von
frei gelösten Substanzen, z.B. Hämolysine) und zelluläre Strategien (z.B. phagozytierende
Zellen) einteilen lassen (siehe auch Diskussion, Kap. 5.1). Sie gehören zu den ersten Organismen
in der Stammesentwicklung, die eine immunologische Erkennung und sogar ein immunologi-
sches Gedächtnis13 aufzeigen (Du Pasquier, 1992). Oligochaeten, speziell die Familie der
Lumbriciden, standen wegen verschiedener immunologischer Fähigkeiten im Zentrum des
Interesses. Hier ist vor allem die Fähigkeit zur Abstoßung von Geweben zu nennen (referiert bei
Klein, 1997). Seitens der Ökologie wurde darauf aufmerksam gemacht, daß Lumbriciden wie
Eisenia fetida ssp. (Mistwurm) auf Grund ihrer Abwehrfähigkeiten in speziellen Räumen (z.B.
Kadaver) leben können. Insbesondere diese Lebensräume beherbergen vielfältige aggressive
Mikroorganismen und werden deshalb nur durch ausgewählte mehrzellige Organismen besiedelt.
Zentraler Ort des Abwehrgeschehens der Anneliden ist das Cölom  mesodermalen Ursprungs,
das im Gegensatz zu allen anderen Geweben und Flüssigkeiten im Tier bis auf marginale
Ausnahmen frei von Parasiten ist.
Die zelluläre Abwehr wird von verschiedenen Cölomozyten realisiert, die die Phagozytose
und nachfolgend die Einkapselung von Pathogenen vermitteln (Sima und Vetvicka, 1993). Die
Cölomozyten der Lumbriciden sind ein Teil des Abwehrsystems und an folgenden Reaktionen
beteiligt:
- selbst/fremd-Erkennung
- Phagozytose
                                            
12 Außerdem existiert seit 100 Jahren die von verschiedenen Autoren (referiert bei Kämpfe
(1985)) diskutierte Ansicht, daß die Anneliden an die Basis der Entwicklung der Chordatiere zu
stellen sind; diese "Wurm-Theorie" sieht in metamer gegliederten, wurmähnlichen Ausgangsfor-
men die Ur-Deuterostomia, von denen sich die Vertebraten mit den später auftretenden Säugern
direkt ableiten.
13 Memory-effect (immunologische Gedächtnis) ist die in Folge eines Erstkontaktes erworbene
Fähigkeit des Organismus, auf einen späteren Kontakt mit einem gleichen oder ähnlichen
Antigen mit einem schnellen Anstieg des Antikörpertiters oder einer schnelleren Proliferation
sensibilisierter Lymphozyten (memory cells) zu antworten. Das so erworbene immunologische
Gedächtnis kann mittels der Lymphozyten auf einen syngenen Organismus übertragen werden.
Dieser Effekt wird für Invertebraten diskutiert, Nachweise gibt es u.a. für Anneliden und
Nemertinen. Über den materiellen Träger des immunologischen Gedächtnisses bei Invertebraten
wird bisher nur spekuliert (Bigger et al., 1981; Cooper et al., 1992).
- Einkapselung
- Abstoßung von Transplantaten (Cooper et al., 1992)
Im Gegensatz zu den Phagozytoseprozessen der Vertebraten sind bei den Anneliden keine
Sauerstoffmetaboliten (O2,  O2
-,  OH, OCl- und H2O2) bei der intrazellulären Abtötung der
phagozytierten Mikroorganismen beteiligt (Bilej et al., 1991). Einige Befunde bei Lumbricus
terrestris (Gemeiner Regenwurm) und Eisenia fetida lassen eine opsonierende Funktion14
einzelner Cölomflüssigkeitskomponenten vermuten (Stein et al., 1977; Laulan et al., 1988; Bilej
et al., 1990; Vetvicka et al., 1997).
Die durch den zellfreien Anteil der Cölomflüssigkeit von E. fetida ssp. induzierten Aktivitä-
ten: hämolytische, agglutinierende, mitogene, bakteriostatische, zytotoxische, und eine tumorsta-
tische, werden der humoralen Abwehr zugeordnet (Vallier et al., 1985; Kauschke und Mohrig,
1987; Mohrig und Kauschke, 1988; Lassegues et al., 1988, 1997; Hirigoyenberry et al., 1990;
Roch et al., 1991; Hrzenjak et al., 1992, 1993).
Die hämolytische Aktivität ist von allen humoralen Wirkungen der Cölomflüssigkeit die
stärkste; sie reicht sogar an die hämolytische Aktivität der effektivsten Killer-Zellen (E tamo ba
histolytica) des gesamten Tierreiches überhaupt heran (Rosales-Encina, 1992; Leippe, 1997).
Mehrere Arbeitsgruppen haben sich, nach dem Nachweis der hämolytischen Aktivität in der
Cölomflüssigkeit im Jahre 1968 durch Du Pasquier und Duprat, um eine nähere Charakterisie-
rung der Aktivität bemüht (Valembois et al., 1982; Tuchkova et al., 1986; Roch et al., 1989;
Hrzenjak et al., 1991; Eue et al., 1991; Bilej et al., 1995).
Die in Folge dieser Untersuchungen festgestellten Differenzen der hämolytischen Aktivität
(Aktivitätstiter vor und nach Immunisierung, Inhibierung durch verschiedene Zucker oder die
Temperaturabhängigkeit) der Cölomflüssigkeit in Eisenia fetida ssp. durch verschiedene
Arbeitsgruppen gaben Hinweise auf die Charakterisierung unterschiedliche Moleküle (alle im
Molekulargewichtsbereich um 40 kDa), beziehungsweise auf mögliche eigenständige (Unter-
)Arten. Wir konnten beispielsweise die hämolytische Wirkung der Cölomflüssigkeit von Eisenia
fetida ssp. in einer Verdünnung von 1:100.000 gleichermaßen vor und nach einer Immunisierung
nachweisen, die Arbeitsgruppe um Roch (1981) gab für Erythrozyten der gleichen Spezies einen
Titer von 1:4000 vor einer Immunisierung und danach von 1:32000 an. Die elektrophoretisch
aufgetrennte Cölomflüssigkeit zeigt nach Überschichtung des Trenngels mit einer Erythrozyten-
Agar-Suspension deutliche Lysehöfe. Roch beschrieb zwei lytische Proteine bei 40 kDa und 45
kDa (Roch et al., 1989), unsere Arbeitsgruppe identifizierte mit dieser Methode drei Hämolysin-
banden mit einem Molekulargewicht von 38-40 kDa, 42 kDa und 45 kDa (Eue et al., 1991;
Mohrig et al., 1996). Es ist immer wieder diskutiert worden, ob Eisenia fetida eine homogene
                                            
14 Zur Jahrhundertwende eingeführter Begriff für Serumfaktoren, die eine Bindung von Bakterien
und partikulären Antigenen am Phagozyten vermitteln. Mohrig  et al. (1984) haben dem Vorhan-
densein von opsonierenden Faktoren in Lumbriciden widersprochen, hingegen gilt die stimulie-
rende Wirkung von Opsoninen aus Vertebraten (z.B. Komplement C3-Fragmente) auf die
Aktivität der Phagozyten aus Regenwürmern als gesichert (Laulan et al., 1988).
taxonomische Gruppe darstellt. Überwiegend wird in der Literatur15 von iner einzigen Art
ausgegangen, auch wenn seit Angang der sechziger Jahre Subspecies (Eisenia fetida fetida und
Eisenia fetida andrei) vorgeschlagen wurden (Andre, 1963; Bouche, 1972). Jaenike (1982)
formulierte die weitergehende These: "’Eisenia foetida‘ is two species." (auch: Oien und
Stenersen (1984)). Die unterschiedlichen Ergebnisse der Arbeitsgruppen zum Proteinmuster der
vollständigen und fraktionierten Cölomflüssigkeit, der unterschiedlichen biochemischen
Merkmale der Cölomflüssigkeit (Roch et al., 1981; Kauschke und Mohrig, 1987; Roch et al.,
1989; Eue et al., 1991; Mohrig et al., 1996), sowie die Resultate von Oien und Stenersen (1984),
die Hybridsterilität der sogenannten Unterarten betreffend, stützen die These der zwei Arten.
Die unterschiedlichen isolierten hämolytisch aktiven Proteinen können - isoliert betrachtet -
keinen Hinweis auf mehrere Arten geben, da nicht völlig ausgeschlossen werden kann, daß sie
beide in E. fetida ssp. vorkommen (ausführlich in Diskussion).
Die Analyse der Wechselwirkung der lytischen Aktivität mit der Zielzelle wies sich als
schwierig, da nur semi-gereinigtes Material zur Verfügung stand (Roch et al., 1986; Hrzenjak et
al., 1991; Bilej et al., 1995). Die Isolierung der lytischen Proteine war auf Grund von unspezifi-
schen Reaktionen der interessierenden Proteine mit den Trägersubstanzen der Trennmaterialien
kompliziert (Mohrig et al., 1996). Sogenannte semi-gereinigte und bis zur Homogenität gerei-
nigte Hämolysine können deutlich unterschiedliches Verhalten zeigen (Clinkenbeard et al. (1989,
1991) vs. Cruz et al. (1990)). Ab Mitte der neunziger Jahre bemühte man sich - aufgrund des
größer werdenden Interesses an lytischen Peptiden/Proteinen - äußerst intensiv um die Isolierung
der hochwirksamen hämolytischen Proteine der Cölomflüssigkeit von Ei enia fetida ssp. (Bilej et
al., 1995; Lange et al., 1995; Mohrig et al., 1996; Sekizawa et al., 1996; Milochau et al., 1997;
Lange et al., 1997).
Die biologische Funktion der hämolytischen Aktivität wird in der Abwehr mikrobieller
Pathogene gesehen (Vaillier et al., 1985), insbesondere da die Wirbeltiererythrozyten und die
untersuchten, hoch pathogenen Mikroorganismen ein gemeinsames Antigen besitzen (Roch et al.,
1987). Dies ist jedoch nicht unbedingt ein überzeugender Beweis, da gerade eine Antigen-
Gemeinsamkeit von nicht-pathogenen Mikroorganismen mit den lysierten Erythrozyten erwartet
hätte werden können.
Es konnte jedoch bisher nicht abgeklärt werden, welches Protein für die hämolytische
Aktivität verantwortlich ist. Immer wieder ist angezweifelt worden, daß ein einzelnes Protein aus
der Cölomflüssigkeit die Lyse der Targetzelle induziert. Die elektrophoretische Auftrennung der
Cölomflüssigkeit mit anschließender Überschichtung mit Blut-Agar erfolgte in Nativgelen, die
keine Separation nach dem Molekulargewicht gestatten, so daß das Vorhandensein separierter
Lysebande nicht als Hinweis für die Wirkung eines einzelnen Proteins akzeptiert wurde. Vor
allem für die lytischen Moleküle mit einem sehr geringen molekularem Gewicht - wie dem
                                            
15Dies bezieht sich auf die physiologische und immunologische (d.h. nicht-taxonomische) Literatur.
Flavin-ähnlichen 2,6 kDa Peptid - wurde eine entscheidende kooperative Rolle für den Lysevor-
gang im Zusammenhang mit den sogenannten "großen" Hämolysinen (40-45 kDa) angenommen
(Sinkora et al., 1993 und 1995; Bilej, persönliche Mitteilung).
Die hämolytische Aktivität, die zum Teil it ner agglutinierenden verknüpft ist, zeigt sich
durch Kohlenhydratstrukturen und Glykoproteine inhibierbar und genügt daher den Kriterien der
Lektine oder Lektin-ähnlicher Substanzen (Roch, 1979; Roch et al, 1986; Lassalle et al., 1993;
Ville et al; 1995; Mohrig et al., 1997; Eue et al., 1997). Vor allem wegen ihres spezifischen
Bindungsvermögens werden Lektine als den Antikörpern analoge Strukturen diskutiert (Ziska
und Franz, 1981; Boman, 1991; Cooper et al., 1992; Du Pasquier 1992; Kauschke et al., 1997). In
vivo sind Lektine in der Lage, den Kontakt von Killer-Zelle und Ziel-Zelle zu vermitteln, der im
lebenden Organismus durch Antikörper ermöglicht wird. Vor kurzem konnte nachgewiesen
werden, daß die Zellen, die die lytischen Proteine bei Eise ia fetida ssp. produzieren, den NK-
Zellen in Form und Funktion adäquat sind. Der Nachweis porenbildender Proteine gelang jedoch
nicht (Quaglino et al., 1996).
Eine Analogie wie auch eine Homologie der lytischen Aktivität bei Anneliden zu zytolyti-
schen Strukturen der Vertebraten - wie Perforin und Komplement - wurde bisher ausgeschlossen.
Die ultrastrukturelle Analyse der Läsionen der Targetmembran zeigte nicht die für das Komple-
ment typische ringförmige Proteinporenstruktur (Roch et al., 1989). Außerdem beeinflußten
Inhibitoren/Regulatoren der lytischen Komplementproteine (Protamin und Heparin) die lytische
Aktivität von Cölomflüssigkeits-Fraktionen nicht (Roch et al., 1989, Canicatti, 1990). Auch
Substanzen (Zymosan und Inulin), die eine regulierende Funktion speziell auf die zentrale
Komplementkomponente C3 besitzen, beeinflussen die lytische Aktivität in Anneliden nicht
(Quigley et al., 1984; Söderhall 1984).
Die sehr starke lytische Aktivität bei Eisenia fetida fetida warf die Frage des Schutzes vor
einer Autolyse auf. Körpereigene Regulatoren, die den Selbstschutz körpereigener Zellen
realisieren, konnten bei den Anneliden - wie bei allen untersuchten Invertebraten - nicht nachge-
wiesen werden. Von einigen Autoren wurde eine regulierende Wirkung der lytischen Aktivität
durch Ca2+-Ionen angenommen (referiert bei Canicatti, 1990). Da Anneliden bereits über ein
umfassendes Immunsystem verfügen, kann vermutet werden, daß sich die Einteilung der
Immuneffektoren in humoral und zellulär auch bei möglichen Regulatoren als löslich und
membranständig wiederfindet (Canicatti, 1990). Wobei ein membranständiger Schutz vermutlich
nicht über einen membranverankerten Regulator ermöglicht wird, da dies bei lytischen Faktoren,
die ohne vorherige Antigenexposition sofort mit dem Target reagieren, nicht erwartet werden
kann16. In dem Antikörper-unabhängigen System der Anneliden muß das lytische Vermögen
zwischen selbst und fremd unterscheiden, um ein humoraler Garant der Integrität und Individua-
                                            
16 Genauere Untersuchungen liegen für dieses Phänomen bei der Reaktion NK-Zelle/Target  vor
(Liu et al., 1995), eine Beeinflussung durch Proteine der Membranoberfläche ist nur bei Antikör-
per-abhängigen Killerzellen möglich.
lität des Organismus zu sein. Diese Erkennung von selbst und fremd erfolgt bei den lytischen
Proteinen der Invertebraten (im Gegensatz zu der immunologischen Selbstdiskriminierung bei
Vertebraten) vermutlich weniger über die Anwesenheit von Strukturen, die dem Immunsystem
ein ‘Selbst’ signalisieren, sondern durch die Abwesenheit von Rezeptoren (Meinardi et al., 1995).
Die verfügbaren Daten gestatteten bisher jedoch keine Analyse der Wechselwirkung zwischen
lytischen Proteinen und Rezeptor beziehungsweise Target.
2.3. Membran-Wechselwirkungen  lytischer Proteine
Da lytische Proteine neben den Anneliden auch in anderen Organismen beschrieben wurden,
liegen sehr viele Einzelinformationen vor. Die Versuche, diese Vielzahl an Informationen zu
systematisieren, führte nach gegenwärtigem Erkenntnisstand  zu folgenden Einteilungen:
1.) nach der Struktur der Läsion (diskrete und nicht-diskrete Membranschädigung) (Bhakdi und
Tranum-Jensen, 1983, Bhakdi et al, 1996) und
2.) nach dem Mechanismus der Strukturbildung (z.B. detergensähnliche oder enzymatische
Wirkung) (Rowe und Welsch, 1994)17.
Der Einteilung der Toxine nach ihrer Reaktion an der Membran folgend (Punkt 1.) wären die
umfangreich untersuchten RTX-Toxine der gram-negativen Bakterien (Coote, 1992), das
Escherichia coli Hämolysin (Moayeri und Welch, 1997) oder das humane Perforin (Cerottini und
Tschopp, 1997) Proteine, die durch eine diskrete, porenförmige Membranläsion wirken. Zu der
Gruppe der Toxine, die nicht-diskrete Schädigungen der Membran initiieren, gehören Mellitin
(Cajal und Jain, 1997), das a-Toxin von Clostridium perfringens (Schoepe et al., 1997; Bunting
et al., 1997) und alle Phospholipasen, beispielsweise im Schlangengift (Maraganore und
Heinrikson, 1986).
Die morphologische Charakterisierung der Schädigung der Membran kann jedoch nicht
immer eindeutig erfolgen. In ihrer Einteilung der Zytolysine orientieren sich Rowe und Welsch
(1994) deshalb an dem lytischen Mechanismus des wirkenden Substrats (nach Punkt 2.), sie
unterscheiden zwischen:
- einem enzymatischen Mechanismus, z.B. durch das b-Toxins von Staphylococcus aureus
(Cifrian et al., 1996; O’Callagha et al., 1997),
                                            
17 Diese beiden Einteilungen schließen sich nicht aus; die erste charakterisiert die Targetmembran
hinsichtlich einer eng umgrenzten (diskreten) oder nicht umgrenzten (nicht-diskreten) Schädi-
gung, die zweite Einteilung wird nach der Verwirklichung dieser Struktur durch das Toxin
vorgenommen. Es ist jedoch zu diskutieren, inwieweit bei einer Membranschädigung, die durch
eine Wechselwirkung von Toxin und Membran induziert wird, eine Einteilung nach Toxinwir-
kung zum einen und dem Resultat an der Membran zum anderen zwingend ist. Wir folgen dieser
Einteilung, da sie international akzeptiert ist und eine Klassifikation der Toxine in der Literatur
nach dieser Einteilung vorgenommen wird.
- der Poren-Formation durch Proteinmonomere beispielsweise bei Streptolysin O (Boulnois et al.,
1992; Sekiya et al., 1996) und
- der Aktivität Detergens-ähnlicher Zytolysine, wie sie für das hitzestabile Hämolysin von
Pseudomonas aeruginosa (Johnson und Boese-Marrazzo, 1980; Burke et al., 1991) beschrieben
ist.
     Bakterientoxine, die als virulenten Faktor ein porenbildendes Protein besitzen, werden
intensiv seit Beginn dieser Dekade analysiert: Vibrio parahaemolyticus (Honda et al., 1992) ist
für 70% aller Nahrungsmittelvergiftungen in Japan verantwortlich (Raimondi et al., 1995),
Streptococcus suis verursacht Arthritis, Meningitis oder Pneumonien (Jacobs et al., 1994;
Higgins und Gottschalk, 1997) und Gardnerella vaginalis ist eng mit bakterieller Vaginitis
verbunden (Moran et al., 1992; Pybus und Onderdonk, 1997). Diesen Proteinen ist wie anderen
prominenten Porenformern (Colicin A (Jeanteur et al., 1994;), -Toxin (Bhakdi und Tranum-
Jensen, 1991a), Aerolysin (Rossjohn et al., 1997) und Streptolysin-O (Boulnois et al., 1992))
gemeinsam, daß sie von einzelligen Organismen stammen. Über die lytischen Proteine der
mehrzelligen Organismen liegen, sieht man von den Säugern ab, sehr wenig Daten vor (Mangel,
1992; Macek et al., 1994; Narat et al., 1994). Für vergleichende Untersuchungen erweist sich dies
als Hindernis. Vor allem wenn sie phylogenetische Einblicke gestatten sollen, gilt ein Vergleich
von mindestens drei verschiedenen Taxa als notwendig  (Rieppel, 1987; Wake, 1990; Copper et
al., 1992).
Gibt es neben der Funktionsähnlichkeit der Porenformer auch ein gemeinsames strukturelles
Motiv? Die Frage resultierte aus der bis heute offenen Auseinandersetzung von Bhakdi und
Tranum-Jensen (1991b) vs. Esser (1991) nach der Struktur der Läsion: als Proteinpore ("protein-
walled channel", Bhakdi und Tranum-Jensen (1991b)) oder als Lipidpore ("leaky patch forma-
tion", Esser (1991)).
Abb. 1. Die Porenkonzepte vom (A) Esser (1991) und (B) Bhakdi und Tranum-Jensen (1991b).
Beide Modelle wurden in der Debatte über den Mechanismus der Komplement-induzierten Lyse
vorgeschlagen. Modell A demonstriert die ‘leaky patch hypothesis’; der Einbau des Porenkom-
plexes in die Membran induziert eine Neuordnung der Lipide, so daß die hydrophilen Kopfgrup-
pen der Lipide einen Lipidkanal bilden. Modell B zeigt das Konzept des "protein-walled channel"
(“Complement lysis: a hole is a hole”, Bhakdi und Tranum-Jensen, 1991). Im Modell B bleibt der
Komplex fest mit der Membran verbunden. Der Defekt in der Membran ist deshalb stabil und
besitzt eine feste, definierte Größe. Die Pfeile zeigen mögliche Passagen der hydrophilen
Moleküle im jeweiligen Konzept an (modifiziert nach Bhakdi und Tranum-Jensen, 1991b).
Ojcius und Ding-E Young (1991) haben eine Systematisierung der porenbildenden Proteine
in große und kleine Porenformer vorgeschlagen. Für die kleinen porenbildenden Protei-
ne/Peptide, zu denen Mangainin, Cecropine und das Staphylococcus d-Toxin gehören, wurde als
gemeinsames Motiv eine "rigide" (Ojcius
und Ding-E Young, 1991), dreidimensionale Struktur aus amphiphilen a-Helices
bzw. b-Faltblättern gefunden. Für die großen porenbildenden Proteine, mit den Vertretern
Perforin oder Aerolysin, konnte kein gemeinsames Motiv nachgewiesen werden. Ohne sich auf
diese Überlegungen zu beziehen, postulierte Tytler et al. (1993) als mögliches gemeinsames
Motiv bei porenbildenden Proteinen, die nach der Einteilung von Ojcius und Young mehrheitlich
den kleinen Porenformern zuzuordnen wären, einen Kegel als die Membran destabilisierende
Struktur, der sich invers - mit dem Stumpf zuerst - in die Membran integriert. Das Modell des
"umgekehrten Kegels" ist für die Störung der Bilayerstruktur der Membran durch spezifische
Phospholipide (z.B. Phosphatidylserin in Gegenwart von Ca2+, Datta, 1987) gut dokumentiert.
Da sich Untersuchungen zu Porenformern größtenteils auf Säuger und auf für Säuger
pathogene Einzeller fokussieren, soll mit der vorliegenden Arbeit versucht werden, ein porenbil-
dendes Protein bei Invertebraten zu isolieren und zu charakterisieren. Des weiteren soll eine
vergleichende, funktionale Untersuchung ermöglicht werden, die Daten dreier Taxa (Protozoa
(beziehungsweise anderer einzelliger Organismen), Annelida und Mammalia) einschließt. Diese
Anzahl von Vertretern verschiedener Stämme gilt als unterste Grenze für die Anzahl der
benötigten taxonomischen Gruppen für eine vergleichende Untersuchung, unabhängig davon, ob
Analogien oder Homolgien erarbeitet werden sollen. Durch das Fehlen von eingehenden
Untersuchungen porenbildender Proteine mehrerer Taxa sind vergleichende Untersuchungen
bisher nur in sehr begrenztem Maße möglich (siehe auch: funktioneller Vergleich von Porenfor-
mern zweier Taxa: Bakterien und Holothurien18 (Hatakeyama et al., 1996)).
Außerdem kann eine Analyse von lytischen Faktoren der Anneliden unser Wissen um die
bisher kaum untersuchten sogenannten schnellen Immunreaktionen bei Invertebraten bereichern.
Ein Großteil der eingehend untersuchten Immunreaktionen bei Invertebraten nimmt einen
Zeitraum von Tagen oder Wochen ein19 (si he auch: Humphreys und Reinherz, 1994 und Kapitel
2.2.). Eine Aufteilung von schnellen Reaktionen im  Sekundenmaßstab lag vor Beginn dieser
Arbeit für dreikeimblättrige Invertebraten nicht vor.
Das Studium der immunologischen Leistungen der Wirbellosen offenbart nicht nur einzigar-
tige - das meint, in Vertebraten nicht vorkommende - immunologische Mechanismen wie dem
Phenoloxidase-System, das über die "gerbende Wirkung" (Götz, 1988) der Phenoloxidase Pilze
oder Bakterien härtet und einkapselt. Es gibt uns auch die Möglichkeit, die vielfältigen Informa-
tionen über Immunreaktionen durch die Beschreibung von analogen Prozessen zu klassifizieren.
Es ist sogar möglich, Einblicke in die Evolution hochentwickelter Immunsysteme der Vertebraten
zu erhalten. 
Aus den dargelegten offenen Fragen ergeben sich Ziele und Aufgaben der Arbeit. Es gelang
vor Beginn dieser Arbeit trotz zahlreicher Versuche nicht, ein Hämolysin der Anneliden (Erstbe-
schreibung durch Du Pasquier und Duprat, 1968) zu isolieren. Anhand des isolierten Proteins
soll untersucht werden, ob ein Protein ausreicht, um die Lyse der Zielzelle zu induzieren. Wenn
es einen kooperativen Prozeß gibt (erstmals vermutet von Roch et al., 1984), ist zu klären, ob
dieser von unterschiedlichen oder gleichartigen Proteinen induziert wird. Da für die Hämolysine
der Anneliden eine a-helicale Struktur postuliert wurde (Milochau et al., 1997, wäre die Sekun-
                                            
18 Die Vertreter der Holothurioidea (Seewalzen) sind Vertreter der Deuterostomier.
19 So wird allogenes Material bei Echinodermaten nach 300 Tagen zerstört, bei Anneliden werden
für xenogene Gewebe noch 50 Tage für eine Abstoßungsreaktion benötigt. Beim Menschen wird
allogenes Material beginnend nach 48 Stunden abgestoßen, Erfahrungen mit xenogenem Material
(z.B. Affenherzen) liegen zu wenig vor, um eine gesicherte Größe zu bestimmen.
därstruktur des Proteins zu überprüfen. Für eine Klassifikation des Hämolysins muß die Struktur
der Membranschädigung untersucht werden. Bisher wurde eine Analogie des Hämolysins zu C9
verneint (Roch et al., 1989; Canicatti 1990).  Im Zusammenhang mit der Analyse der Membran-
schädigung, wäre ein Nachweis einer immunologen Verwandtschaft ein deutlicher Hinweis für
eine Analogie dieser Strukturen. Die Identifizierung der molekularen Struktur des Targets ist ein
zentrales Problem, um Aussagen über die biologische Wirkung des Hämolysins treffen zu
können. Liposomen sind ein geeignetes Modell um die lytische Aktivität näher zu charakterisie-
ren. Für die Aktivität einiger Invertebraten-Hämolysine (Macek et al., 1994; Meinardi et al.,
1995) wurde die Bedeutung von Sphingomyelin beschrieben, es wird vermutet, daß Sphin-
gomyelin ein wichtiger Rezeptor für die Membranwechselwirkung dieser Proteine ist.
Ein bisher ungelöstes Problem ist der Schutz der Invertebraten vor ihren eigenen Hämolysi-
nen. Daraus ergibt sich die Zielstellung, ein mögliche regulierende Struktur zu identifizieren und
diese vergleichend zu charakterisieren.
Bisher sind die mit E senia fetida (ssp.) gewonnenen Resultate über die hämolytischen
aktiven Komponenten oft widersprüchlich. Ein Abgleich der neu gewonnenen mit den bereits
vorhandenen Daten sollte es daher ermöglichen, die Unterschiede der Moleküle näher zu
charakterisieren und insgesamt aufzuklären, ob Eisenia fetida eine homogene Gruppe darstellt.
3. MATERIAL UND METHODEN
3.1. Hälterung der Anneliden und Gewinnung der Cölomflüssigkeit
In den Experimenten kamen Tiere der folgenden Lumbricidenspecies zum Einsatz: Eisenia
fetida fetida (Bouche), Lumbricus terrestris (L.), Allobophora caliginosa (Sav.). Sie wurden an
16 verschiedenen Regionen in Norddeutschland kurz vor Versuchsbeginn gesammelt, um eine
längere Hälterung in Kulturgefäßen zu vermeiden. Die Hälterung erfolgte bei 15 °C - 20 °C in
Material des natürlichen Milieus. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn mit Leitungswasser
gereinigt und für 48 h mit feuchtem Filterpapier abgedeckt und bei 6 °C gelagert. Die Cölomflüs-
sigkeit wurde durch Punktierung in den Cölomraum mit einer Glaskapillare gewonnen, die
kaudal vom Klitellum in das Cölom eingeführt wurde. Die von 40 Tieren gepoolte Cölomflüssig-
keit wurde zentrifugiert (13.000 x g, 17 min) und der Überstand wurde sofort für die Reinigung
verwandt.
3.2. Gewinnung und Verwendung der Erythrozyten
Die Gerinnung des gewonnenen Vollblutes der jeweiligen Spezies (Hammel, Kaninchen,
Ratte, Katze, Mensch) wurde durch den Zusatz von Heparin20 (CP Pharmaceutical Limited,
Wrexham) verhindert. Die Erythrozyten wurden durch eine Zentrifugation (1500 x g, 20 min) bei
4 °C sedimentiert und anschließend dreimal in 0,9 % (m/v) NaCl gewaschen.
Fixierung der Erythrozyten: Zum Nachweis einer agglutinierenden Aktivität von Proteinen
wurden formalinisierte Erythrozyten verwandt: zu 100 ml einer 20% (v/v) Erythrozytensuspensi-
on wurden über 60 min tropfenweise 8,14 ml einer 37% (v/v) Formaldehydlösung gegeben. Nach
Inkubation von 16 h bei 4°C wurde diese Lösung viermal mit 0,9 % (m/v) NaCl gewaschen und
im Test verwandt.
3.3. Präparative Elutions-Polyacrylamidgelelektophorese
Eiseniapore und der Eiseniapore-regulierende Faktor wurde mittels präparativer Elutions-
Polyacrylamidgelelektophorese isoliert.
Eiseniapore: Ein modifiziertes Ornstein-Davis Puffersystem (Tris/Chlorid/Glycin) (Ornstein,
1964, Davis, 1964) wurde für die Isolierung Eiseniapores verwandt: oberer und unterer Elektro-
denpuffer (25 mM Tris, 192 Glycin), Elutionspuffer (25 mM Tris, 192 Glycin, 2 mM reduziertes
Glutathion, 1,5 mM Thioglykolsäure) und Probenpuffer (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 10% (v/v)
                                            
20Außer bei den Versuchen zur Bestimmung des Komplementtiters
Glycerol, 0,025% (m/v) Bromphenolblau, 2 mM reduziertes Glutathion, 2 mM Thioglykolsäure
und 4 mM Phenylmethylsulfonylfluorid). Durch die Zugabe von reduziertem Glutathion und
Thioglykolsäure konnte die biologische Aktivität des Proteins geschützt werden. Die Monomer-
konzentration für eine maximale Auflösung der Proteine wurde empirisch mit analytischen Gelen
(siehe: Analytische PAGE) gewonnen. Das genutzte System, welches für die präparative
Elektrophorese genutzt wurde, bestand aus einem Trenngel (38 ml Volumen Monomer von 7%
(m/v) Acrylamid, 0,18% (m/v) Bisacrylamid) und einem Sammelgel (5 ml Monomer von 4%
(m/v) Acrylamid, 0,106% (m/v) Bisacrylamid). Die präparative Elektrophorese (Model 491 Prep
Cell, Bio-Rad, California, USA) lief für 13,5 h bei 15 W mit einer Flußrate von 1 ml/min bei
einer Temperatur von 4 °C. Die Fraktionen wurden bei 4°C gesammelt und mit einer Suspension
von 2% Schaferythrozytensuspension auf ihre lytische Aktivität im Mikrotiterassay getestet. Die
hämolytischen Fraktionen wurden mit einer 5-10% (v/v) SDS-PAGE untersucht und die bis zur
Homogenität gereinigten Proben dialysiert und lyophilisiert.
Regulatorproteine aus der Cölomflüssigkeit Anneliden: Für die Isolierung des Eiseniapore-
regulierenden Faktors wurde die gleiche Prozedur wie für die Reinigung Eiseniapores verwandt.
Das genutzte Gelsystem wurde wie folgt zusammengestellt: Trenngel (15 ml Monomer von 4%
(m/v) Acrylamid und 0,106% (m/v) Bisacrylamid) und Sammelgel (5 ml Monomer 4% (m/v)
Acrylamid und 0,106% (m/v) Bisacrylamid). Die Elutions-Elektrophorese wurde bei 15 W für 15
h bei einer Temperatur bei 4 °C durchgeführt, die Flußrate des Elutionspuffers betrug 1 ml/min.
Die Fraktionen, die eine inhibierende Wirkung auf die lytische Aktivität von Eiseniapore
besaßen, wurden mit einer 5-10% (v/v) SDS-PAGE untersucht. Die bis zur Homogenität
gereinigten Proben wurden dialysiert und lyophilisiert.
3.4. Isolierung des Vitronectins (synonym: S-Protein)
Die Isolierung Vitronectins erfolgte mit einer Heparin-Sepharose Säule nach der Methode
von Kitagaki-Ogawa (1990), modifiziert nach Nakashima et al. (1992): 1 ml Meerschweinchen-
serum (0,9 mg/ml) oder 1 ml Cölomflüssigkeit der entsprechenden Anneliden (4,2-6,9 mg/ml)
passierten eine Säule (25 ml) mit dem Trägermaterial Heparin-Sepharose. Das Serum und die
Cölomflüssigkeit passierten die Säule. Vitronectin oder der Anneliden-Regulator banden
spezifisch an Heparin-Sepharose und konnten mit 0,5 M NaCl in Gegenwart von 8 M Harnstoff
eluiert werden.
Dekomplementiertes Serum: Für einige Versuche wurde statt Vitronectin Serum oder
dekomplementiertes Serum verwandt. Das Serum wurde nach der Methode von Nielsen et al.
(1984) dekomplementiert. Hydrazin (0,2 M) wurde für 6 Stunden mit Serum inkubiert (37 °C),
anschließend über Nacht bei 4 °C dialysiert.
3.5. Analytische Polyacrylamidgelelekrophorese (PAGE)
Die SDS-PAGE (nicht-reduzierende Bedingungen) wurde in einem 5-10% (m/v) Acrylamid-
gel in einer vertikalen Apparatur (Protean 2 xi Vertikal Electrophoresis Cells, Bio-Rad, Califor-
nia, USA) durchgeführt. Die Proben wurden durch das Mixen gleicher Volumina Probe und
Probenpuffer (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 10% (v/v) Glycerol, 2% (m/v) SDS, 5 % (m/v) b-
Mercaptoethanol), gefolgt von einem 5 minütigen Kochen, präpariert. Die Elektrophorese wurde
bei 250 V und Raumtemperatur durchgeführt, die Dauer variierte je nach Probe von 2 bis 3
Stunden. Die Proteinbanden auf den Gelen wurden mit einer Färbung durch Silbernitrat nach der
Methode von Heukeshoven et al. (1986) sichtbar gemacht.
3.6. Monospezifische Antiseren
 Gegen Eiseniapore: Kaninchen wurden immunisiert, indem subdermal in den Tierrücken 20
µg des gereinigten Eiseniapores in Freund’schem Adjuvant appliziert wurden. Eine zusätzliche
Immunisierung wurde nach zwei Wochen wiederholt. Die Antikörper aus dem Serum wurden
über eine Protein A-Sepharosesäule (Bio-Rad, California, USA) mit einer finalen Konzentration
von 0,5 mg/ml gereinigt. Die Neutralisation von 80 µl Eiseniapore (5 µg/ml) erfolgte mit 40 µl
Antikörper (100 µg Antikörper/ml) bei 25 °C für 20 min.
Gegen C9: Das polyklonale, gegen humanes, reduziertes C9 gerichtete Antiserum (aus dem
Schaf) stammt von Calbiochem (Bad Soden, Deutschland).
Gegen Vitronectin: Das polyklonale, gegen humanes Vitronectin gerichtete Antiserum (aus
Kaninchen) stammt ebenfalls Calbiochem (Bad Soden, Deutschland).
3.7. Liposomenpräparation
Lipide (alle Sigma, Deisenhofen, Deutschland) der gewünschten Komposition (Gesamtkon-
zentration 750 µmol/l) wurden in 1 ml eines Gemisches von Chloroform/Methanol (1:1; v/v)
gelöst und mit Stickstoff abgedampft. Die Lipide wurden in Tes-Puffer (100 mM NaCl, 2 mM
Tes, 2 mM L-Histidin und 1 mM EDTA, pH 7,4) hydratisiert. Wenn nicht anders beschrieben,
wurden kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV) verwandt. Die SUV
wurden durch Ultrabeschallung der Lipidsuspension auf Eis mit einem Branson-Sonifier
(Danbury, USA) für 8 min präpariert. Große unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles,
LUV) verschiedener Komposition wurden nach sechs 'Gefrier-Tau-Zyklen' mit einem Extruder
(Lipex Biomembranes Inc., Vancouver, Kanada) gewonnen, indem sie durch zwei übereinander
liegende Polycarbonat-Membranen (Nucleopore, USA) mit 0,1 µm Porengröße gepreßt wurden.
ANTS (8-Aminonaphthalen-1,3,6-trisulfonsäure)/DPX (p-Xylen-bis-pyridiumbromid) (Molecu-
lar Probes, USA) - gefüllte Vesikel und Erythrozytenghost (siehe unten) wurden verwandt, um
den Eiseniapore-induzierten Leakage von Vesikeln und 'ghost' zu messen. Der Einschluß des
wasserlöslichen ANTS/DPX-Komplexes in die Vesikel und der Leakage-Assay erfolgte nach der
Methode von Ellens et al. (1985). Die Vesikel enthielten 12,5 mM ANTS, 45 mM DPX, 20 mM
NaCl und 10 mM Tris-HCl, pH 7,4. Die Vesikel wurden von dem nicht eingeschlossenem
Material mittels Chromatographie über eine G-75 Säule mit Tes-Puffer abgetrennt. Der gleiche
Puffer, aber mit 0,1 mM EDTA wurde für den Leakage-Assay genutzt.
3.8. Präparation von geschlossenen (resealed) Ghosts und Nanoerythrosomen
Geschlossene Ghosts und Nanoerytrosomen wurden nach einer Methode vom Schwoch und
Passow (1978), modifiziert nach Pomorski et al. (1994), hergestellt: 2 ml einer eiskalten Suspen-
sion gewaschener Erythrozyten (90% gepackt) wurde in 1,2 mM Essigsäure, 4  mM MgSO4 und
1 mM CaCl2 (pH 3) lysiert. Nach 5 min wurden die Erythrozyten zentrifugiert, in Puffer (12,5
mM ANTS, 45 DPX, 50 mM Tris-HCl) resuspendiert und mit NaOH auf den pH-Wert von 7,4
eingestellt. Nanoerythrozyten wurden nach einer modifizierten Methode von Lejeune et al.
(1994) präpariert. Ghosts wurden durch sechs aufeinanderfolgende Extrusionen durch 25 mm
Polycarbonatfilter mit 1 µm Porengröße (Nucleopore Corp., Pleasanton, CA) mit Stickstoff
erhalten. Der Extruder (ExtruderTM, Lipex Membranes Inc., Vancouver, Canada) wurde auf 37 °C
temperiert. Die geschlossenen Ghosts und Nanoerythrosomen wurden von dem nicht einge-
schlossenem Material wie die Liposomen (Kap. 3.7.) mittels Chromatographie über eine G-75
Säule mit Tes-Puffer abgetrennt. Der gleiche Puffer aber mit 0.1 mM EDTA wurde für den
Leakage-Assay genutzt.
3.9. Leakage-Assay
Die Leakage-Messungen wurden mit einem Shimadzu RF5001PC Spektrofluorometer
(Duisburg, Deutschland) bei verschiedenen Temperaturen bei einer Anregungswellenlänge von
lEX = 355 nm (Spaltbreite 2 nm) und bei einer Emissionswellenlänge von EM = 530 nm (Spalt-
breite 4 nm) durchgeführt, die zeitliche Auflösung betrug 0,5 Sekunden. Die Messung erfolgte in
Quarzküvetten unter ständigem Rühren mit einem Magnetrührer. Die Freisetzung des gelösten
ANTS/DPX Komplexes aus den Liposomen oder aus dem Lumen der ghosts führt zur Dissozia-
tion des Komplexes und folgend zu einem ‘dequenching’ der Fluoreszenz des ANTS. Die
Steigerung der Intensität der ANTS Fluoreszenz ist der gemessene Leakage. Zur prozentualen
Bestimmung des Leakage wurde zum Ende eines jeden Experiments Triton X-100 (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) zugegeben (Endkonzentration 0.1 %, v/v), was zu einer maximalen
Verdünnung und Dissoziation des ANTS/DPX Komplexes (entspricht 100% Leakage) führte.
3.10. Hämolyse Assay
Die Freisetzung von Hämoglobin aus Schaf-, Katzen-, Ratten-, Maus- und Human-
Erythrozyten wurde verwandt, um die zytotoxische Aktivität mittels Mikrotitrations-Technik zu
bestimmen. Die lytischen Aktivitäten der Cölomflüssigkeit (25 µl) oder der Fraktionen (25 µl)
der Proteinreinigung wurden durch fortlaufende Verdünnung in PBS-Puffer (150 mM NaCl, 5.8
mM NaH2PO4/Na2HPO4), gefolgt von einer Zugabe von 25 µl Erythrozyten (10
8 Zellen/ml),
gemessen. Der Titer wurde als reziproker Wert der Verdünnung der Fraktionen angegeben, die
noch eine Lyse der Erythrozyten ermöglichen.
Neben der Tirationstechnik wurde die hämolytische Aktivität über die Absorption des
Hämoglobins bei 540 nm bestimmt (Hatakeyama et al., 1995). Gleiche Volumina (100 µl) von i
PBS-Puffer verdünnten Eiseniapore (da Konzentrationen variieren, erfolgt die Konzentrationsan-
gabe im jeweiligen Kapitel Ergebnisse) und einer 10 % (v/v) Erythrozytensuspension in gleichen
Puffer, wurden nach der Inkubation, wenn nicht anders beschrieben, 10 min zentrifugiert (20000
x g). Die Lyse wurde bestimmt, indem die Absorption des Überstanden vermessen wurde (Zeiss
PMQ Spectrophotometer, Oberpfaffenhofen, Deutschland). Alle Messungen wurden auf den
Leerwert (PBS-Puffer) korrigiert, die 100% Lyse wurde durch Zugabe von 0,003%  (Aldrich,
Steinheim, Deutschland) bestimmt.
Der Komplementtiter des Serums von Meerschweinchen wurde in Barbiturat-Gelantine-
Puffer als Immunhämolyse bestimmt. Entsprechend dem internationalen Standard wird diejenige
Menge Serum ermittelt, die eine 50%ige Hämolyse herbeiführt. Die hier verwandte Methode
folgte den WHO Richtlinien zur Bestimmung der hämolytischen Aktivität von Komplement
(Friemel, 1991), die Mengen- und Konzentrationsangaben wurden diesen Vorschriften entspre-
chend in g/l und ml angegeben.
Lösungen. Stammlösung A: Na-5,5-diethylbarbiturat (5,1 g/l), NaCl 41,5 g/l, 1n HCl (17,3 ml),
MgCl2 x 6H20 (0,51 g/l), CaCl2 x 6 H2O (0,164 g/l); Stammlösung B: 1g Gelantine in 800 ml
A.dest; Gebrauchslösung (Barbituratpuffer): 1 Volumenteil Stammlösung A und 4 Volumenteile
Stammlösung B mischen und pH 7,4 einstellen. Das zu untersuchende Serum wird ohne antikoa-
gulatierende Substanzen, wie z.B. Heparin entnommen, eine Stunde bei Zimmertemperatur
stehengelassen und dann 10 min bei 1400 x g, 4°C, zentrifugiert. Adsorbieren des Meerschwein-
chen-Serums: 9 ml einer 1:10 (in Barbituratpuffer) verdünnten Serummischung werden mit 1 ml
Sediment aus Hammelerythrozyten bei 4°C inkubiert. Amborzeptortitration: Die Komplemently-
se wird über Antikörper vermittelt. Darum müssen die Zielzellen (Erythrozyten) erst mit einem
Antikörper (Hämolysin oder Amborzeptor) sensibilisiert werden. Die Titration des Hämolysins
gegen Schaferythrozyten erfolgte in einer Mikrotiterplatte, in die jeweils 25 µl Barbituratpuffer
pro Titerloch ausgetropft wurden. In diesem Puffer wurde eine 1:50 Verdünnung (in Barbiturat-
puffer) des Amborzeptors (Sächsisches Serumwerk, Dresden, Deutschland) titriert, gefolgt von
25 µl einer Erythrozytensuspension (5x108 Zellen/ml) und der gleiche Menge einer 1:200
Barbituratpuffer-Verdünnung des Serums. Die Platte wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die
Amborzeptorverdünnung, die gerade noch zu einer Lyse führt, wird als "hämolytische Einheit"
bezeichnet. Die Sensibilisierung der Erythrozyten erfolgt durch Mischen gleicher Teile aus
Erythrozytensuspension und einer Amborzeptor-verdünnung, die zwei hämolytischen Einheiten
entspricht. Der Ansatz wird 30 min (37°C) inkubiert und sofort verwandt. Komplementtitration:
Serum wird in Barbituratbuffer einer geometrische Verdünnungsreihe titriert. Die dann zugefüg-
ten 25 µl der sensibilisierten Hammelerythrozyten und 25 µl des Barbituratbuffer werden eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Auswertung der Platte erfogt entweder durch direktes Betrachten
oder unter einem Lesegerät (siehe auch: Friemel, 1991).
3.11. Charakterisierung von membranbindungs- und lytischer Aktivität von Eiseniapore
Um die Membranbindung und lytische Aktivität von Eiseniapore an Schaferythrozyten zu
charakterisieren, wurde der Einfluß von 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1,5 mM Ca, 1,5 mM Mg, 1
mM Cu, 150 I.E. Heparin, 0,4µM Vitronectin und 0,5 mol% Lyso-PC mittels zweier Methoden
untersucht: (i) Membranbindung von Eiseniapore: Bei der Inkubation (30 min) von Eiseniapore
mit Schaferythrozyten bei 0°C erfolgt nur eine Bindung an die Targetmembran, eine lytische
Aktivität ist bei dieser Temperatur nicht feststellbar. Die Bindungsreaktion von Eiseniapore und
Membran wurde in Gegenwart der oben aufgeführten Ionen und Substanzen getestet. Die
Erythrozyten wurden anschließend mit eiskaltem (0°C) PBS-Puffer (150 mM NaCl, 5.8 mM
NaH2PO4/Na2HPO4) gewaschen, um das ungebundene Protein zu entfernen. Die Bindung
Eiseniapores wurde durch Hämolyse (siehe Hämolyse-Assay, Kap. 3.11.) nach Inkubation (30
min) bei 37°C bestimmt. (ii) Lyt sche Aktivität von Eiseniapore: Eiseniapore wurde zwecks
Bindung an die Membran bei 0°C für 10 min mit Erythrozyten inkubiert und gewaschen (0 °C).
Eine Lyse der Erythrozyten konnte bei diesem Schritt nicht festgestellt werden. Der Eiseniapore-
Erythrozyten-Komplex wurde dann bei 37°C unter Anwesenheit der oben angeführten Ionen und
Substanzen für 30 min inkubiert. Nachfolgend wurde die Eiseniapore-induzierte Hämolyse
bestimmt.
3.12. Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz
Die Fluoreszenz wurde bei 25 °C mit einem Aminco Bownman Series 2 Luminescence
Spektrometer (Rochester, NY, USA) unter Verwendung einer 10 mm Quartzküvette gemessen.
Die Lösungen wurden bei Durchmischung mit einem Magnetrührer zwei Minuten temperiert. Die
Intensität der Proteinfluoreszenz wurde bei einer Wellenlänge von lEM = 336 nm (Spaltbreite 4
nm) gemessen, die Anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von lEX = 286 m (Spaltbreite 2
nm). Die Spektren wurden jeweils viermal akkumuliert und mit dem Algorithmus des Software-
programmes des Spektrometers geglättet. Die in Proteinabwesenheit bestimmte Hintergrundin-
tensität wurde subtrahiert. Die Lage der Maxima wurde durch Differenzieren (TableCurve 2D,
Algorithmus: Savitzky-Golay) der Fluoreszenzkurven ermittelt.
3.13. Elektronenmikroskopie
Membranen der Vesikel oder ghosts wurden in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von Eiseniapore mit 1% Glutaraldehyd bei Raumtemperatur vorfixiert. Die Vorfixierung wurde
nach 10 min durch Zugabe von 1 M Tris-HCl, pH 7,4,  gestoppt. Die Proben wurden auf einen
doppelten Karbonfilm gelegt und mit 1% Phosphowolframsäure, pH 7.0 fixiert. Zur Unterstüt-
zung wurden Kupfergrids (400 Maschen), die mit einem Karbonfilm überdeckt waren, benutzt.
Die so vorbereiteten Proben wurden mit einem EM 400T Elektronenmikroskop (Phillips,
Eindhoven, Niederlande) bei 80 kV und einer Vergrößerung von 60.000x und 80.000x aufge-
nommen.
3.14. Circulardichroismus/CD-Spektroskopie
Das CD-Spektrum wurde in geschmolzenen Silikazellen mit 1 mm Schichtdicke mit einem
JASCO J-720 Spektropolarimeter aufgezeichnet. Die Temperatureinstellung erfolgte über ein
Wasserbad. Das Spektropolarimeter war mit einem PC für die Datenaufnahme und -auswertung
verbunden. Das Spektrum wurde in Bereich von 195 nm bis 250 nm mit einer Scangeschwindig-
keit von 10 nm/min aufgenommen. Für ein Spektrum wurde die Probe dreimal gescannt. Für die
Datenverarbeitung der Spektren wurde die Grundlinie subtrahiert, um anschließend mit der zum
Spektropolarimeter gehörenden Software die so bearbeitenden Spektren auszuwerten. Die
Proteinkonzentration betrug 3 µM in PBS-Puffer, pH 7.2.
3.15. Osmotische Experimente
Der effektive Innendurchmesser der Proteinpore, die durch Eiseniapore gebildet wurde, kann
mit Hilfe von Schaferythrozyten unter Verwendung der von Bhakdi et al. (1984) und Moran et al.
(1992) gewonnenen Daten über die Größe von Protektoren, bestimmt werden. Schaferythrozyten
(2%, v/v) wurden in PBS-Puffer suspendiert, dem jeweils 30 mM der folgenden Substanzen
zugesetzt wurde: Sucrose (effektiver molekularer Durchmesser: 0.9 nm), Raffinose (1.3 nm),
Dextran 4 (3 nm), Inulin (3.5 nm), Polyethylenglycol 4000 (4 nm). Nach 30 min Inkubation
(37°C) wurden 25 µl der mit Protektor behandelten Erythrozyten auf die 25 µl in einer Mikroti-
terplatte titrierten Eiseniaporesuspension (Ausgangskonzentration: 5 µg/ml) gegeben. Die
Hämolyse wurde nach 30 min Inkubation bei 37 °C bestimmt. Als Kontrolle, ob die verwandten
Protektoren Eiseniapore direkt beeinflussen, galt folgender Test:  Die Zellen wurden mit dem
Puffer gewaschen, der die Protektoren enthielt, und anschließend in Protektoren-freiem Puffer
resuspendiert. Bei allen im Test verwandten Protektoren war eine sofortige Lyse der Zellen
nachweisbar, so daß geschlußfolgert werden kann, daß weder Inulin, Dextran oder PEG die
Bindung von Eiseniapore an die Membran beeinflussen.
3.16. Immunoblot-Analyse (Westernblot)
Das Immunoblotting wurde mit der 'semi-dry' Technik des Bio-Rad Transblott (Bio-Rad,
California, USA) durchgeführt. Die elektropohoretisch separtierten Komponenten wurden vom
SDS-Gel mit 3 mA/cm2 über 60 min in Tris/Glycin/Methanol Puffer (25 mM Tris-HCl, 190 mM
Glycin) auf Nitrocellulose bei Raumtemperatur transferriert.
Die Nitrocellulosemembranen wurde in 10% fettfreier Milch (60 min, 24°C) inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Für die immunchemische Detektion wurde die
Nitrocellulosemembran mit den primären Antikörpern (anti-C9 und anti-Vitronectin Antikörper)
für 12 h bei 4°C inkubiert und dann in einer 60 minütigen Reaktion mit Peroxidiase-konjugiertem
Sekundärantikörpern (SIFIN GmbH, Berlin, Deutschland) bei Raumtemperatur behandelt und
anschließend mit einem Enzymsubstrat (10 mg/ml O-Phenyldiamin in Methanol 1:100 und mit
0.03% (v/v) H2O2 gelöst (alles Serva, Heidelberg, Deutschland)) entwickelt.
3.17. ESR Messungen
Um die Membranfluidität der Liposomen zu charakterisieren, wurde das ESR Membran-
spektrum der spinmarkierten Fettsäuren I(12,3) (5-doxyl-Stearinsäure, SIGMA, Deisenhofen,
Deutschland) bestimmt. Die paramagnetische NO-Gruppe befindet sich in dem hydrophoben
Membranbereich der Kopfgruppenregion der Lipide. Die Konzentration der spinmarkierten
Fettsäuren betrug 1 mol% der endogenen Lipide.
Die Spektren wurden mit einem Bruker ECS 106 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland) geme-
sen. Das Gerät war mit einer Temperaturkontrolle ausgestattet. Über die Spektren wurde der
Ordnungsparameter bestimmt, der als Maß der Membranfluidität herangezogen werden kann
(Marsh, 1981). Eine Zunahme der Fluidität bedingt eine Abnahme dieses Parameters. Der
Ordnungsparameter S wurde wie folgt bstimmt:
)2(
3
1)(
)( 0
III
XXZZ
III
AA
a
AA
AA
S
+-
-
=
mit A  und A  als äußerer und innerer Hyperfeinaufspaltung des Spektrums.  Azz (33 G) und Axx
(6,95 G) sind die Hyperfeintensoren und a0 (15,10 G) ist die isotropische Hyperfeinkopplungs-
konstante (Schreier et al., 1978).
3.18. Sequenzierung Eiseniapores
Eiseniapore wurde mir eiskaltem Ethanol gefällt und das erhaltene Präzipitat mit eiskaltem
Ethanol (80%) gewaschen. Der so erhaltene Rückstand wurde für die PAGE im Probenpuffer
gelöst und über ein 10% Tris/Tricin Gel (0.75 mm, 6 x 9 cm für eine Stunde bei 30 V und weitere
1,7 Stunden bei 30 mA in einer Mini Protean II Zelle (BioRad) nach Schägger und von Jagow
(1987) aufgetrennt.  Unmittelbar nach der Trennung wurde ein 'semi-dry' Transfer (Trans-Blot
SD Transfer Zelle (BioRad, CA, USA)) auf eine ProBlottTM Membran durchgeführt. Für den
Transfer wurde 10 mM CAPS Puffer/10% (v/v) Methanol, pH 11 verwendet. Die Blottingzeit
betrug 1,5 h bei einer konstanten Stromstärke von 1 mA/cm2. Die Membran wurde für eine
Minute mit Coomassie Blue gefärbt, danach in 50% (v/v) Methanol entfärbt und getrocknet. Die
anschließende spezifische enzymatische Spaltung der Eiseniapore Blotbande erfolgte mit Lys-C
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) nach Fernandez et al., 1994: 1% (v/v) hydrogenetiertes
Triton X 100 wurde in dem Spaltpuffer (0.1M Tris/HCl/10% (m/v) Acetonitril, pH 8.45) mit
einer zerschnittenden Eiseniapore Blotbande (1 mm2) gegeben. Die Spaltungsdauer unter
Verwendung von 2µg Lys-C in 60 µl Spaltpuffer betrug 22 h bei 37°C unter leichtem Schütteln
der Lösung. Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Ansäuern mit 10% Trifluoressigsäure. Die
so erhaltene Lösung wurde direkt über die Probenschleife auf eine Umkehrphasen-Säule (mRPC
C2/C18; SC2,1/10 Säule (Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden) injiziert und in einer HPLC
Anlage (SMART, Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden) aufgetrennt. Lösung A 0.1 % (v/v) TFA
in A. dest, Lösung B 0.1% (v/v) TFA in Acetonitril. Der verwendete Gradient: Start bis 5 min,
5% Lösung B; 5 min bis 65 min Erhöhung auf 45% Lösung; 45 min bis 110 min, 90% Lösung B;
110 min bis 125 min konstant 90% Lösung B. Die Flußrate betrug 100 µl/min. Für die N-
terminale Peptid-Sequenzierung wurden die einzelnen RP-HPLC Fraktionen direkt auf ein mit
Polybren beschichtetes Glasfiber-Filter getropft und in einem automatischen Proteinsequenzierer
(Model 477A/120A, Applied Biosystems, Clifton, USA) abgebaut. Die gefundenen N-terminalen
Sequenzen wurden unter Verwendung des FASTA Programms und der Swissprot-Datenbank
einer Recherche unterzogen.
4. ERGEBNISSE
4.1.Reinigung und Charakterisierung eines hämolytischen Proteins aus der Cölomflüssig-
keit E. f. fetidas
4.1.1. Die Isolation des hämolytischen Faktors mittels präparativer Elektrophorese zeigt ein
38 kDa Protein
Eiseniapore wurde aus der Cölomflüssigkeit Eisenia fetida fetidas mittels präparativer,
nativer Polyacrylgelelektrophorese (PAGE) isoliert. Die Cölomflüssigkeit (1.2 ml) mit einer
Proteinkonzentration von 6,9 mg/ml wurde auf das Sammelgel der PAGE geladen. Der Eluti-
onspufferfluß startete, als die Comassie-Blue Bande das Ende des Gels erreichte. Das Eluat
wurde in Fraktionen von 1 ml gesammelt (Abb. 4.1.). Die Ausbeute betrug 130,2 % (siehe
Diskussion) mit einem Reinigungsfaktor von 86,5 (Tabelle 4.1.). Die Proteinkonzentration des
isolierten Proteins (Eiseniapore) betrug 5 µg/ml bei der Bestimmung mit Bradford-Reagenzien.
Im Titrationsassay in PBS-Puffer (pH 7,4, 24 °C) lag die lytische Aktivität bei 64 hämolytische
Einheiten (HU) pro Milliliter. Es konnte mit der SDS-PAGE bestätigt werden, daß das Protein bis
zur Homogenität gereinigt wurde (Abb. 4.12). Das über Gewichtsmarker bestimmte Molekular-
gewicht Eiseniapores lag bei 38 kDa.
Tabelle 4.1. Ein-Schritt Reinigung Eiseniapores
Material
Protein
(total)
mg
Aktivität
u/ml
Aktivität
(total)
u
spezifische
Aktivität
u/mg
Aus-
beute
%
Reinigungs-
faktor
Cömlom-
flüssigkeit
   8,28    1024   1229     148   100        1
Eisenia-
pore
  0,125     64   1600   12800 130,2      86,5
Die hämolytische Aktivität Eiseniapores war bei 4 °C für 4 Tage stabil. Im lyophilisiertem
Zustand kann das Protein für 15 Monate bei -20 °C ohne Aktivitätsverlust gelagert werden.
Abbildung 4.1. Elutionsprofil der kontinuierlichen Elutions-Elektrophorese. Der Elutionspuffer
enthielt reduzierende Agentien, um die lytische Aktivität Eiseniapores zu schützen. Probe: 8,28
mg Proteinsuspension aus der Cölomflüssigkeit für die Reinigung von Eiseniapore. Die Flußrate
betrug 1 ml/min, die Absorption wurde bei 280 nm gemessen. Weitere Details beschrieben in
Material und Methoden.
4.1.2. Sequenzdaten Eiseniapores nach Spaltung mit einer Endopeptidase
Die Sequenzierung des N-Terminus Eiseniapores war nicht möglich, da dieser blockiert war.
Deshalb wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, Eiseniapore elektrophoretisch
getrennt, geblottet und anschließend gefärbt. Nachfolgend wurde Eiseniapore aus den luftge-
trockneten Blottingmembranen  herausgeschnitten.
Aus den so gewonnenen Stücken (1 mm2) der Blottingmembran wurde Eiseniapore spezifisch mit
Lys-C enzymatisch gespalten und in einer HPLC aufgetrennt. Die Fragmente (Tab. 4.2) wurden
in einem Proteinsequenzer für die N-terminale Peptid-Sequenzierung abgebaut und einer
Datenbankrecherche (FASTA und Swissprot) unterzogen. Von den mit Lys-C gewonnenen 12
Fragmenten waren fünf blockiert (nicht in der Tabelle gezeigt). Es kann vermutet werden, daß sie
der Region des N-Terminus von Eiseniapore entstammen.
Tabelle 4.2. Interne Sequenzdaten von Eiseniapore nach Spaltung mit der spezifischen Endopep-
tidase Lys-C
Sequenz Datenbankrecherche
Lys-Gly-Ile-Gln-Gly-Gly Serin Carboxypeptidase
(E.C. 3.4.16.5)
Lys-Ala-His-Phe-Lys Globin C aus L. terrestris
Lys-Val-Asp-Ser-Pro-Glu-Ser Lipoxygenase (E.C. 1.13.11.12)
Lys-Arg-Val-Asp-Ile-Glu-His-Pro-Glu Globin C aus L. teresstris
Lys-Ile-Pro-Asp-Asn-Tyr-Phe-Asp-Ala-PheGlobin AIII aus L. terrestris
Lys-Ile-Gly-Phe-Gly-Arg-Leu-Leu-Leu-ThrGlobin C aus L. terrestris
Lys-Glu-Ile-Pro-Glu-Val-Ala-Asp-Leu-PheGlobin C aus L. terrestris und
Protein C9
4.1.3.  Die Interaktion Eiseniapores mit Erythrozyten verursacht Agglutination und Lyse
Unter Verwendung von Formaldehyd-fixierten Erythrozyten konnte ei e agglutinierende
Aktivität von Eiseniapore nachgewiesen werden. Die höchste agglutinierende Aktivität ist mit
einem Titer von 1:256 bei Humanerythrozyten (Tabelle 4.3) geringer als die schwächste lytische
Aktivität (1:2530) bei Mäuserythrozyten. Deshalb wird sie im Titrationsassay bei Verwendung
nicht fixierter Erythrozyten überdeckt. Eiseniapore induziert eine deutliche Hämolyse von
Erythrozyten unterschiedlicher Säugerarten. Die Sensitivität der Erythrozyten gegen die lytische
Aktivität Eiseniapores fällt in folgender Ordnung: Schaf-, Human-, Katzen-, Ratten- und
Mäuseerythrozyten. Der gemessene Hämolysetiter korreliert mit mit dem Sphingomyelinanteil
der Targetmembranen der verwendeten Erythrozyten (Abb. 4.2). Schaferythrozyten mit ihrem
Anteil von 51% Sphingomyelin werden mit einem Titer von 1:8192 lysiert. Bei dem geringeren
Sphingomyelinanteil von 12.1% in der Membran der Mäuseerythrozyten liegt die  durch
Eiseniapore induzierte Lyse bei einem Titer von 1:2530.
Tabelle 4.3. Hämagglutinierende Aktivität von Eiseniapore an fixierten Erythrozyten (n=5)
Species Agglutinationstiter
Ovis domestica (Schaf) 1:32
Homo sapiens (Mensch) 1:256
Felis libyca (Katze) 1:16
Rattus rattus (Ratte) 1:128
Mus musculus (Maus) 1:16
Abbildung 4.2. Hämolyse von Erythrozyten verschiedener Säugetierarten induziert durch
Eiseniapore. Der hämolytische Titer wurde mit Mikrotitrations-Assay untersucht. Der Hämolyse-
Titer wurde als reziproker Wert der Verdünnung angegeben, die noch eine Hämolyse induziert
(ausführlich in Material und Methoden). Der Anteil an Sphingomyelin der Erythrozyten (Fehren-
bach und Jürgens, 1991) ist in Relation zu der lytischen Aktivität von Eiseniapore gezeigt.
4.1.4. Charakterisierung der hämolytischen Aktivität von Eiseniapore
Die Charakterisierung der stärksten Aktivität Eiseniapores, die lytische Wirkung auf
Erythrozyten, erfolgte nach dem von Suelter (1990) ausgearbeiteten Schema der Proteincharakte-
risierung. Diese usprünglich für die Planung eines Reingungsschemas ausgearbeitete Prozedur
wird heute vor allem für die Charakterisierung von Proteinen herangezogen (siehe Diskussion).
Diese Charakterisierung beeinhaltet die Bestimmung der Aktivität des gereinigten Proteins in
der Gegenwart von Ethanol (20 %, v/v), Mercaptoethanol (50 mM), Glycerol (25 %, v/v), EDTA
oder EGTA (10 mM), KCl oder NaCl (0.2 M), KSCN oder NaSCN (2 M). Außerdem wird
zusätzlich die Wirkung ausgewählter Metallionen (10 mM Ca2+ oder Mg2+, 2 mM Fe2+ oder Fe3+,
Ni2+, Co2+, 5 mM Zn2+ oder Cu2+ und 3 nM Au3+) und Anionen (5 mM SO4
2-, PO4
3- und CO3
-) auf
die Aktivität Eiseniapores untersucht.
Die Hämolyseaktivität Eiseniapores wurde an Schaferythrozyten bestimmt, da diese Erythro-
zyten die höchste Sensitivität gegen Eiseniapore zeigten (Kap. 4.3). Das Protokoll nach Suelter
(1990) verlangt vor der Aktivitätsbestimmung eine Vorinkubation des gereinigten Proteins
(Eiseniapore) mit den oben erwähnten Substanzen und Ionen für 0,5 h bei jeweils 4 °C und 37 °C
(Tabelle 4.4). Beide Temperaturen sind nicht physiologisch, sie wurden genutzt, um dem
Protokoll von Suelter (1990) zu folgen, da so die Möglichkeit des Vergleichens mit anderen
Proteinen besteht. Um nicht nur den Einfluß dieser Substanzen auf die hämolytische Aktiviät
Eiseniapores zu testen, sondern auch die Stablität in Gegenwart der Substanzen zu analysieren,
ist außerdem noch eine längere Inkubation für 24 h  - ebenfalls bei den beiden Temperaturen 4 °C
und 37 °C - vorgesehen (Suelter, 1990). Der Kontrollwert der 100%-igen Lyse wurde durch
Zugabe von (Endkonzentration 0,003%) unter den jeweiligen Inkubationsbedig ngen bestimmt.
Die Inkubationen zeigten die starke Temperaturabhängigkeit der lytischen Wirkung Eisenia-
pores (Tab. 4.4a). Nach einer halben Stunde Inkubation bei 4 °C und 37 °C liegt die lytische
Aktivität bei 22%21 beziehungsweise 75% (Kontrolle: 100% Lyse bei Saponin Zugabe). Erfolgt
die Inkubation über einen Zeitraum von 24 h, zeigt sich, daß Eiseniapore bei 4 °C stabil ist (25%
lytische Aktivität), aber bei 37 °C einen Teil seiner lytischen Aktivität, die dann nur noch 12%
beträgt, einbüßt. Glyzerol schützt Eiseniapore vor dieser teilweisen Inaktivierung über 24 h bei
37 °C (siehe Tabelle 4.4a). Eiseniapore ist bei den untersuchten Temperaturen (4 °C und 37 °C)
sowohl nach 0,5 h als auch nach 24 h resistent gegen Ethanol, es verliert seine hämolytische
Aktivität nicht. Die Aktivität wurde weder nach 0,5 h noch nach 24 h bei den untersuchten
Temperaturen durch die Gegenwart von 0,2 M NaCl beziehungsweise KCl beeinflußt. Eine
Erhöhung der lytische Aktivität Eiseniapores konnte in Anwesenheit von SH-Gruppen nachge
wiesen werden: nach 0,5 h (37 °C) steigerte sich die Aktivität in Gegenwart von 50 mM Mer-
captoethanol von 75% (Kontrolle) auf 93%. EDTA oder EGTA verminderten die Aktivität von
                                            
21Im Text erscheinen die gerundeten Werte, in der Tabelle sind die nicht gerundeten Werte
aufgeführt.
Eiseniapore erst nach einer Inkubation von 24 h; bei 4 °C vermindert die Anwesenheit von
EDTA wie auch EGTA die lytische Aktivität auf 13%, die in Abwesenheit dieser Substanzen bei
25% lag (siehe oben). Bei der höheren Temperatur (37 °C) verursacht die Gegenwart von EDTA
beziehungsweise EGTA einen Rückgang der Hämolyseaktivität auf 3 %.
Neben den bereits in der Substanzgruppe Salze (KCl, NaCl, KSCN und NaSCN) untersuch-
ten Na+- und K+-Ionen wurde der Einfluß weiterer Metallionen ermittelt. Die Stabilität Eiseniapo-
res wurde in Anwesenheit der Metallionen Ca2+ u d Mg2+ weder bei 4 °C noch bei 37 °C
beeinflußt. Die zum Test verwandten Metallionen hatten bei der Temperatur von 4 °C im Verlauf
der kurzen Inkubation von 0,5 h keinen Einfluß22.
                                            
22Die Daten über die Wirkung der Metall-Ionen auf die Aktivität eines Proteins gehören nicht
zum ursprünglichen Protokoll nach Suelter (1990). Sie sind deshalb sinnvoll, da die meisten
Hämolysine der Invertebraten, so auch die Hämolysine von Eisenia fetida andrei (Roch et al.,
1989), über die Wirkung einzelner Metall-Ionen beschrieben wurden und so eine vergleichende
Betrachtung ermöglichen. Diese Resultate werden in der Diskussion ausführlich besprochen.
Tabelle 4.4a. Charakterisierung Eiseniapores (nach Suelter, 1990) (n=7)
Eiseniapore behandelt mit
hämolytische Aktivität Eiseniapores (%)
nach
0,5 h Inkubation bei 24 h Inkubation bei
4°C 37°C 4°C 37°C23
Puffer 21,8 74,9 24,4 11,9
2-Mercaptoethanol 50 mM 26 92,6 37,6 19,6
EDTA oder EGTA 10 mM 21,25 72,7 13 3
Glyzerol 25% 21,9 71,5 35 29,7
Ethanol 20% 24 73,5 23 11
KCl oder NaCl 0,2 M 21,3 72  19,1 10,4
KSCN oder NaSCN 2 M 22,1 65,6 18,4 5,9
                                            
23Die Temperaturen folgen dem Protokoll von Suelter (1990), um einen Vergleich mit anderen Proteinen zu
ermöglichen (die Temperaturen sind nicht physiologisch).
Tabelle 4.4b. Einfluß von Metallionen auf die hämolytische Aktivität Eiseniapores
Eiseniapore behandelt mit
hämolytische Aktivität Eiseniapores (%)
nach
0,5 h Inkubation bei 24 h Inkubation bei
4°C 37°C 4°C 37°C
Puffer 21,8 74,9 24,4 11,9
Fe2+ 2 mM 19,5 40,4 14,6 6,5
Fe3+ 2 mM 18,7 42 9,1 2,7
Ni2+ 2 mM 20,3 18 11,7 7,4
Co 2+ 2 mM 16,4 39,2 11,4 4,6
Zn 2+ 5 mM 22 43 12 2,3
Cu2+ 5 mM 21,6 50,8 8 5,4
Au3+ 3 nM 19,2 10,1 0 0
Es konnten nachgewiesen werden, daß die lytische Aktivität Eiseniapores in Gegenwart von
Eisen-Ionen unterdrückt wird, wobei die inhibierende Wirkung von Fe3+  höher als die von Fe2+
ist, was auf eine oxidative Zerstörung der lytischen Aktivität hinweist (Tab. 4.4b). Die inhibitori-
sche Wirkung von Ni2+, Co2+ und Zn2+ war komplett durch Mercaptoethanol unterdrückbar, da
dessen reduzierende Aktivität vermutlich vor der oxidativen Zerstörung der Metallionen
schützte.Eine deutliche Inhibierung der lytischen Aktivität wurde in Gegenwart von sehr
geringen Konzentration  Au3+ (3 nM) bereits nach einer halben Stunde Inkubation bei 37 °C
beobachtet. Die lytische Aktivität wurde nach 24 h Inkubation in Gegenwart von  Au3+ volls än-
dig zerstört.
Die untersuchten Anionen haben bis auf SO4
2- keinen Einfluß auf die Aktivität Eiseniapores.
Sulfat-Ionen hemmen die Hämolyse jedoch erst bei einer Inkubationsdauer von 24 h: 14 %
Restaktivität bei 4 °C und 5 % bei 37 °C.
4.1.5. Der Einfluß von Kohlenhydraten auf die hämolytische und hämagglutinierende
Aktivität von Eiseniapore ist ein Hinweis auf den Lektincharakter
Verschiedene Kohlenhydratstrukturen zeigen im Titrationsassay eine Wirkung auf die
hämolytische und hämagglutinierende Aktivität von Eiseniapore. Die Kohlenhydrate wurden in
einer Konzentration von 0.1 M mit dem Puffer (PBS, pH 7,4) vorgelegt und in Anwesenheit des
titrierten Proteins 30 min bei 37°C inkubiert. Das auch als "Zuckerinhibierungstest" bezeichnete
Verfahren dient dem Nachweis von Strukturen, die an Proteine binden und so ihre Aktivität
beeinflussen. Es wird postuliert, daß die in Lösung vorliegende Kohlenhydratstrukur identisch
mit einem potentiellen, gegebenenfalls membranständigen Rezeptor ist. Die Inhibierung der
hämolytischen und hämagglutinierenden Aktivität des Proteins - in diesem Falle Eiseniapore - in
Anwesenheit dieser Kohlenhydrate gibt einen wichtigen Hinweis auf die Lektin/Lektin-ähnliche
Struktur des untersuchten Proteins.
Die hämolytische Aktivität Eiseniapores ist durch folgende Kohlenhy rate mmbar:  1-
saures Glycoprotein, Fetuin, Blutgruppensubstanz A, Glycophorin, Mucin und Thyroglobin (Tab.
4.5). Keinen Einfluß der hämolytischen Aktivität konnte in Gegenwart von L-Fucose, N-Acetyl-
D-Galactose, D-Galactose, N-Acetyl-D-Glucose, D-Mannose, Mellibiose, N-Acetyl-D-
Neuraminsäure und N-Acetyl-D-Glucosamin nachgewiesen werden.
Die agglutinierende Aktivität Eiseniapores wurde durch folgende der getesteten Zucker
inhibiert: a1-saures Glucoprotein, Fetuin und N-Acetyl-D-Glucosamin. Für zahlreiche bakterielle
Hämolysine (siehe Diskussion) bildet das Kondensationsprodukt aus Mannosamin und Pyruvat -
die Neuraminsäure - den Rezeptor auf der Targetmembran. Deshalb haben wir als Ergänzung zu
den Versuchen mit einfachen und komplexen Zuckern, auch Neuraminidase-behandelte Erythro-
zyten (Schaf) als Targetzellen verwandt. Nach der Behandlung zeigten die Neuraminidase-
behandelten Erythrozyten weder eine verminderte oder erhöhte Sensitivität auf die hämolytische
und hämagglutinierende Aktivität von Eiseniapore im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.
Tabelle 4.5: Einfluß der Kohlenhydrate auf die hämolytische und hämagglutinierende Aktivität
von Eiseniapore (n=6)
Kohlenhydrate
Inhibition der Titerstufen (%)
hämolytische
Aktivität
hämagglutinierende
Aktivität
 1-saures Glycoprotein 87,5 98
Fetuin 98 87,5
Blutgruppensubstanz A 87,5 0
Glycophorin 87,5 0
Mucin 87,5 0
Thyroglobulin 87,5 0
N-Acetyl-D-Glucosamin 0 87,5
4.1.6. Die zwei Schritte  der lytischen Wirkung Eiseniapores: die temperaturunabhängige
Bindung und die temperaturabhängige lytische Aktivität
Die lytische Aktivität von Proteinen, z.B. Perforin, kann mit Hilfe von Inhibitoren der Lyse
näher beschrieben werden (Ojcius und Young, 1990). Für die Charakterisierung der Bindungs-
und lytischen Aktivität Eiseniapores verwandten wir folgende Inhibitoren: Vitronectin/S-Protein,
Heparin, lyso-Phospatidylcholin (lyso-PC) und Metallionen (siehe auch Kap. 4.1.3.).
Wurde Eiseniapore mit den Targetzellen (Schaferythrozyten) bei 0°C inkubiert, ist keine
Hämolyse nachweisbar. Werden die so behandelten Erythrozyten bei 0°C zentrifugiert und
gewaschen, um die nicht gebundenen Eiseniapore-Proteine zu entfernen, ist nach einer Tempe-
raturerhöhung auf 37°C (30 min) eine deutliche Lyse feststellbar.
Die Versuchsbedingungen wurden in den folgenden Experimenten so gewählt, daß entweder
nur die Bestimmung der Bindungsaktivität oder nur der lytische Aktivität erfolgte.
Es konnte gezeigt werden, daß der Membranbindungsschritt durch Vitronectin, Heparin und
lyso-PC unterdrückt wird (Tab. 4.6 a). Ca2+ und Mg2+ wie auch EGTA und EDTA beeinflußen
die Bindungsaktivität von Eiseniapore nicht. Die Anwesenheit von Cu2+ hingegen führt zu einer
Erhöhung der Bindungsaktivität (Bestimmung der Bindung über hämolytische Aktivität in
Material und Methoden).
In den Versuchen mit membrangebundem Eiseniapore - der experimentellen Anordnung, mit
der allein die lytische Aktivität bestimmt wurde - zeigte sich, daß Cu2+ die lytische Aktivität stark
unterdrückt. Daß die beiden Schritte (Bindung und Lyse) durch unterschiedliche Faktoren
beeinflußt werden, ist ein Hinweis auf unterschiedliche Strukturen/Eigenschaften Eiseniapores,
die für Bindung und Lyse verantwortlich sind.
Tabelle 4.6.a. Beeinflussung der Bindung von Eiseniapore an Erythrozyten durch verschiedenen
Substanzen (n=6)
Bedingungen des hämolytisches Systems hämolytische
Aktivität (%)
+ Erythrozyten + Puffer 76,8
+ Erythrozyten + EDTA (oder EGTA) 1mM 71,4
+ Erythrozyten + Ca2+ (oder Mg2+) 1.5 mM 72,2
Eiseniapore + Erythrozyten + Heparin 150 I.E. 21,9
+ Erythrozyten + Cu2+ 1 mM 92,7
+ Erythrozyten + Vitronectin 0.4  M 15,9
+ Erythrozyten + ERF 0.4  M 2,7
+ Erythrozyten + lyso-PC 0.5 mol % 18,5
Tabelle 4.6.b. Beeinflußung der lytischen Aktivität von Eiseniapore durch verschiedenen
Substanzen (n=6)
Bedingungen des hämolytisches Systems hämolytische
Aktivität (%)
+ Puffer 75,1
+ EDTA (oder EGTA) 1 mM 69,7
+ Ca2+ (oder Mg2+) 1.5 mM 72,3
Eiseniapore-Erythrozyt+ Heparin 150 I.E. 67
+ Cu2+ 1 mM 4,6
+ Vitronectin 0.4  M 70,2
+ ERF 0.4  M 62,4
+ lyso-PC 0.5 mol % 64,9
Vitronectin und Heparin unterdrücken die lytische Aktivität von bereits gebundenem
Eiseniapore nur um ungefähr 5%. Lediglich bei lyso-PC und dem Eiseniapore-regulierende
Faktor (ERF) ist mit ungefähr 10% Inhibition eine deutlichere Wirkung nachzuweisen. Die
lytische Aktivität ist insgesamt unempfindlicher gegenüber den getesteten Substanzen als die
Bindungsaktivität (Tab. 4.6 b). Die getesteten Inhibitoren, auch das natürliche Regulatorprotein
Eiseniapores ERF, beeinflußen demnach verstärkt den ersten Schritt des lytischen Mechanismus'
Eiseniapores - die Bindung an die Targetzelle (siehe Disku sion).
4.2.Interaktion von Eiseniapore mit Modellmembranen
4.2.1. Eiseniapore induziert einen Leakage von Liposomen
Nach der Analyse der Wechselwirkung mit biologischen Zellen (Erythrozyten) untersuchten
wir die Aktivität Eiseniapores auf Modellmembranen. Es konnte keine Eiseniapore-vermittelte
Destabilisierung und kein folgender Leakage von Liposomen, die nur aus Phosphatidylcholin (Ei-
PC) gebildet wurden, beobachtet werden (Abb. 4.3., Kurve a, pH 7,4, 25 °C, molares Lipid zu
Protein Verhältnis (L/P) = 50:1 (mol/mol)). Selbst bis zu einem Lipid/Protein Verhältnis von 10:1
(mol/mol) wurde durch Eiseniapore kein Leakage induziert. Variationen der Temperatur von
10°C bis 37°C und des pH-Wertes von 4.8 bis 8.1 beeinflußten die Stabilität der PC-Membranen
in Gegenwart von Eiseniapore nicht. Des weiteren wurde keine Eiseniapore-vermittelte Freiset-
zung von ANTS/DPX nach Einbau von Phosphatidylserin (PS) und/oder Phosphatidylethanola-
min (PE) - bis zu einem Anteil von 50 mol% - in PC-Liposomen beobachtet. Wurde Ei-PC durch
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) ersetzt, konnte keine Lyse unter- oder überhalb des
Phasenüberganges nachgewiesen werden. Dies belegt, daß der Phasenzustand und/oder die
Membranfluidität der Lipidphase die lytische Aktivität von Eiseniapore nicht bestimmt.
Ein deutlicher, durch Eiseniapore verursachter Leakage wurde an Liposomen in Gegenwart
von Sphingomyelin (SM) beobachtet (Abb. 4.3). Bei einem PC/SM Verhältnis von 3:1 liegt das
Ausmaß des Leakages nach 7 min ungefähr bei 10% (L/P = 50:1). Eine Erhöhung des Leakage
war nachweisbar, wenn das Lipidverhältnis (PC/SM) von 3:1 über 1:1 zu 1:3 steigt (Abb. 4.4,
Kurve c und d).
Abbildung 4.3. Eiseniapore-induzierter Leakage von PC/SM Liposomen (SUV) bei pH 7,4, 25
°C, in Tes-Puffer (L/P = 50:1). Der Leakage wurde als Fluoreszenz über die Freisetzung des
ANTS/DPX Komplexes, welcher vor der Messung in die Liposomen eingeschlossen wurde,
gemessen (lex = 355 nm, lem = 530 nm). Die lytische Aktivität Eiseniapores wurde für verschi-
dene PC/SM Verhältnisse bestimmt: a, 1:0; b, 3:1; c, 1:1; d, 1:3. Zum Zeitpunkt t = 0 wurde das
Protein (Endkonzentration 200 nM) zu den Liposomen (Endkonzentration 10 µM) gegeben. Um
den prozentualen Anteil des Leakage zu bestimmen, wurde zum Ende eines jeden Experiments
Triton X-100 gegeben (Endkonzentration 0.1 %), um eine größtmögliche Verdünnung des
Fluoreszenzmarkers zu ermöglichen. Details in Material und Methoden.
Abbildung 4.4.  Eiseniapore-induzierter (Endkonzentration 40 nM) Leakage von Liposomen
(SUV, Endkonzentration 10 µM) verschiedener Lipidkompositionen bei pH 7,4, 25 °C, in Tes-
Puffer (L/P = 250:1). PC/Chol/SM Verhältnisse: a, 1:1:0; b, 1:0:3; c, 1:1:2.
Ein Leakage von SM-haltigen Vesikeln wurde auch bei viel höheren L/P Verhältnissen
gefunden (Abb. 4.4, L/P 250:1). Die Destabilisierung von PC/SM-Liposomen durch Eiseniapore
war in Gegenwart von Cholesterol bei allen untersuchten L/P Verhältnissen stärker. Sowohl das
Ausmaß  als auch die Kinetik des Leakages war für Liposomen, die PC/Chol/SM enthielten,
erhöht. Kein Leakage wurde hingegen bei PC/Chol-Vesikeln oder PS/PC/Chol-Vesikeln
beobachtet.
Da Cholesterol die Membranfluidität beeinflußt, untersuchten wir, ob die Membran-
Wechselwirkung von Eiseniapore durch eine Veränderung der Membranfluidität determiniert ist.
Später dargestellte Beobachtungen zeigen jedoch, daß das Leakageverhalten nicht durch die
Membranfluidität determiniert ist (Tab. 4.7) und bestätigen die bereits dargelegten Ergebnisse,
die mit DPPC Liposomen gewonnen wurden.
Das Ausmaß des Leakage von SM haltigen Liposomen durch Eiseniapore ist in starkem
Maße von dem molaren Lipid zu Protein Verhältnis (L/P) abhängig. Sowohl die Kinetik als auch
das finale Ausmaß des Leakage waren erhöht, wenn die relative Proteinkonzentration, das heißt,
bezogen auf die Lipidmenge, zunahm (gezeigt für PS/PC/Chol/SM (1:1:2:4), Abb. 4.7).
Für die Analyse der Kinetik bestimmten wir die Halbwertzeit des Vesikelleakage. Die
Halbwertzeit wurde - bezogen auf das finale Leakageausmaß - an dem Wert der 50%-igen Lyse
bestimmt. Die Abhängigkeit dieser Halbwertzeit wurde gegen die inverse Proteinkonzentration
(1/Konzentration) aufgetragen. Der so erzeugte Graph folgt in erster Näherung eine linearen
Funktion. Wie für PC/SM Liposomen verschiedener Zusammensetzung gezeigt wurde (Abb.
4.5b), ist das gemessene Ausmaß des Leakage auch in diesem Falle eine Funktion des molaren
Lipid zu Protein Verhältnisses.
Nach dem Nachweis der hämolytische Aktivität von Eiseniapore (Abb. 4.2), analysierten wir
den Leakage von Liposomen, die in ihrer Zusammensetzung der Lipidkomposition von humanen
Erythrozyten folgten. Die hauptsächlichen Lipidkomponenten der exoplasmatischen Membran
von Humanerythrozyten sind Cholesterol, Phosphatidylcholin und Sphingomyelin (Op den
Kamp, 1979, Zachowski, 1993). Außerdem sind Phosphatidylethanolamin (PE) und Ganglioside
(GA) in dem äußeren Membranleaflet enthalten, während sich Phosphatidylserin (PS) fast
ausschließlich in der zytoplasmatischen Membran befindet (Zachowski, 1993).
Abbildung 4.5. A, (B, folgende Seite) Kinetiken des Eiseniapore-induzierten Leakages von
PS/PC/Chol/SM SUV (1:1:2:4) als eine Funktion des L/P: a, 16000:1; b, 4000:1; c, 1000:1; d,
100:1 (25 °C, Tes-Puffer, pH 7,4).
Um die exoplasmatische Erythrozytenmembran nachzubilden, wurden Liposomen mit der
Komposition PC/Chol/SM/PE/GA (12:17:10:3:1) hergestellt. Tatsächlich wurde mit diesen
Vesikeln eine hohe lytische Aktivität von Eiseniapore gemessen. Ein L/P von weniger als 260:1
ermöglichte einen Leakage von 40% nach 7 min und 25°C, noch bei 15°C wurde nach gleicher
Zeit ein Leakageausmaß von 35% erreicht (Abb. 4.6).
Ab
bildung 4.5. B, die Halbwertszeit des Eiseniapore-induzierten Leakage von PS/PC/Chol/SM
SUV ( ) und von ghosts ( ) als Funktion der inversen relativen Proteinkonzentration (L/P). Die
Halbwertszeit korrespondiert mit der Zeit, bei der 50% des vollständigen Leakage gemessen
wurden. Die Daten für die Ghosts wurden aus den Kurven in Fig. 6A ermittelt. Die Geraden
wurden durch lineare Regression gewonnen.
Es ist bemerkenswert, daß Sphingolipide wie Sphingomyelin essentiell sind, um die lytische
Aktivität von Eiseniapore zu ermöglichen. Weder Ganglioside (Monosialoganglioside-GM3,
Disialoganglioside-GD1a und Ganglioside [Typ IV] in den Konzentrationen: 0,5 mol%, 2 mol%, 5
mol%, 8 mol% and 10 mol%) noch die Phospholipide Phosphatidylserin und Phosphatidyletha-
nolamin konnten Sphingolipide ersetzen. Jedoch konnte die Anwesenheit von Phosphatidylserin
in Sphingomyelin-haltigen Liposomen den durch Eiseniapore induz erten Leakage erhöhen.
Um abzuklären, ob die starke Krümmung der SUV notwendig für den Leakage ist, unter-
suchten wir den Leakage an großen unilamellaren Vesikel (large unilamellar vesicles: LUV). Bei
der Verwendung von PS/PC/Chol/SM (1:1:2:4) LUV beobachteten wir, verglichen mit SUV
gleicher Zusammensetzung, eine leichte Verminderung des Leakage (Abb. 4.6). Das gibt einen
Hinweis darauf, daß die starke Krümmung der Membran, wie sie bei den SUV auftritt, kein
notwendiger Faktor für die Destabilisierung der Lipidmembran durch Eiseniapore ist. 
Wenn Eiseniapore mit polyklonalen, monospezifischen anti-Eiseniapore Antikörpern
vorinkubiert wird, ist kein Leakage von Liposomen feststellbar. Da auch eine Hitzeinaktivierung
(56 °C) von Eiseniapore den völligen Verlust der lytischen Aktivität verursacht, belegt dies, daß
die lytische Aktivität essentiell mit der Wirkung der nativen Konformation Eiseniapores verbun-
den ist. 
Die Eiseniapore-vermittelte ANTS/DPX Freisetzung Sphingomyelin-haltiger Liposomen ist
vom pH-Wert und der Temperatur abhängig. Wie für PS/PC/Chol/SM (1:1:2:4) Vesikel gezeigt
wurde, besitzt der liposomale Leakage bei neutralem pH-Wert ein Maximum (Abb. 4.7).
Ein saurer oder ein basischer pH-Wert, pH 4.8 und pH 8.1, verminderten sowohl die Kinetik,
als auch das Ausmaß des Leakage. Während die Markerfreisetzung bei 10°C sehr langsam mit
geringem Extent erfolgt, wurde sie nach Temperaturerhöhung schneller und erhöhte sich bis
37°C insgesamt. Überhalb von 40 °C nahmen Kinetik und Ausmaß des Leakage wieder ab.
Mittels Dünnschichtchromatographie konnten wir nachweisen, daß eine Destruktion der
Lipide in den Zeiträumen der Leakageexperimente nicht stattfindet. Wir haben somit keinen
Hinweis auf eine Hydrolyse unter katalytischer Wirkung einer Hydrolaseaktivität von Eiseniapo-
re.
Abbildung 4.6. Das Ausmaß des Eiseniapore-induzierten Leakage von SUV und LUV (einge-
fügtes Bild) verschiedener Lipidkompositionen als Funktion des L/P.  , Lipidkomposition, die die
äußere Membranschicht der Humanerythrozyten nachbildet: PC/Chol/SM/PE/GA (12:17:10:3:1);
, PS/PC/Chol/SM (SUV);  , PS/PC/Chol/SM (LUV);  , PC/Chol/SM (1:1:2);  , PC/SM (1:3). Der
Leakage wurde mit dem ANTS/DPX Assay bei pH 7,4 und 25°C bestimmt. Die Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung dar. Details in Ma erial und Methoden.
Abbil
dung 4.7. pH- (A) und Temperatur- (B) (folgende Seite) Abhängigkeit der lytischen
Aktivität von Eiseniapore. Kinetiken des Leakages ANTS/DPX enthaltender SUV
(PS/PC/Chol/SM, 1:1:2:4) wurden bei verschiedenen pH-Werten gemessen, 25 °C, (A) oder bei
verschiedenen Temperaturen, pH 7,4. Für Details siehe Legende von Abbildung 4.3. und
Material und Methoden. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung im Verleich zu Abb. 4.3,
4.4 und 4.5.
Abbildung 4.7 (B). Das L/P betrug 250:1. Für Details siehe Legende von Abbildung 4.3. und
Material und Methoden. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung im Verleich zu Abb. 4.3,
4.4 und 4.5.
4.2.2. Die ultrastrukturelle Analyse der Eiseniapore-induzierten Membranläsion demon-
striert die porenbildende Fähigkeit dieses Proteins
Die Interaktion von Eiseniapore mit Membranen kann mittels Elektronenmikroskopie,
allerdings nur durch Verwendung von Glutaraldehyd-fixierten Proben, visualisiert werden. In der
Gegenwart von Eiseniapore konnten wir zirkuläre Strukturen im Lipidbilayer der Liposomen
beobachten. Dies beschränkte sich jedoch auf die Liposomem, in denen Sphingomyelin in der
Membran enthalten war (Abb. 4.8, A). Wir vermuten, daß diese Strukturen oligomere Komplexe
von Eiseniapore repräsentieren. Der Außendurchmesser der Pore lag bei ungefähr 10 nm, der
Innerdurchmesser betrug 3 nm. Die Seitenansicht zeigt eine quadratische Struktur des Komplexes
mit einer Höhe von 10 nm, die vom Rand der Vesikelmembran herausragt. Somit formen
Eiseniaporekomplexe eine zylindrische Struktur mit einem zentralen Tunnel, welcher senkrecht
zur Oberfläche der Vesikelmembran verläuft (Abb. 4.8, A: b-d).   Ähnliche porenförmige
Strukturen waren auch auf biologischen Membranen (Erythrozyten) zu beobachten (Abb. 4.8.B).
Wegen ihrer hohen Sensitivität wurden wieder Schaferythrozyten verwandt (siehe auch Abb.
4.2). Nach der Inkubation mit Eiseniapore zeigte die Erythrozytenmembran mehrere elektronen-
mikroskopisch sichtbare ringförmige Strukturen (Poren) mit einem Kanal im Zentrum. Wie bei
den reinen Lipidmembranen der Liposomen ist auch hier zu vermuten, daß dieser Kanalkomplex
aus oligomerisierten Eiseniaporemonomeren gebildet wird.
Abbildung 4.8. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von negativ-gefärbten Erythrozyten in
der Gegenwart von Eiseniapore. Die Erythrozyten wurden für 15 min bei 25 °C (L/P = 125:1) mit
Glutaraldehyd fixiert, die anschließende Negativfärbung erfolgte mit Phosphorwolframsäu-
re.Vergrößerung 400.000x.
Abbildung 4.8. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme von negativ-gefärbten PC/SM/Chol-
Liposomen in der Gegenwart von Eiseniapore. Die Liposomen wurden für 15 min bei 25 °C (L/P
= 125:1) mit Glutaraldehyd fixiert, die anschließende Negativfärbung erfolgte mit Phosphorwolf-
ramsäure. Die Pfeile weisen auf die Seitenansichten des Eiseniapore-Komplexes hin. a, allg mei-
ne Ansicht; b-d, ausgewählte Bilder der Seitenansicht von Eiseniapore. Vergrößerung 360.000 x
(a) und 480.000 x (b-d).
Die Größenverhältnisse der Pore auf der Erythrozytenmembran liegen im Bereich der Komplexe,
die auf den Membranen der Liposomen sichtbar gemacht werden konnten. Sie ähneln den
transmembranalen Kanälen, wie sie durch den Membranangriffskomplex (MAC) des Komple-
mentsystems oder durch das Staphylococcus a-Toxin verusacht werden.
4.2.3. Wie groß ist der effektive Durchmesser des Eiseniapore-Kanals in biologischen
Membranen?
Der Durchmesser einer Proteinpore kann an Hand der elektronenmikroskopischen Abbildung
vermessen werden. Dies sagt jedoch wenig über den Durchmesser aus, der von diffundierenden
Molekülen effektiv genutzt werden kann. Wir haben deshalb den "effektiven Durchmesser"
(Bhakdi et al., 198624) bestimmt, indem dem Puffer unterschiedlich große osmotische Protektoren
zugesetzt wurden (siehe Material und Methoden).
Bei diesem osmotischen Schutzassay werden die Erythrozyten in einem Puffer, der osmoti-
sche Protektoren enthält, suspendiert und anschließend im Hämolyse-Titrationsassay genutzt.
Wenn der Durchmesser der Protektoren über 3 nm lag, (Dextran 4, Inulin, Polyethylenglykol
(PEG)), nahm der Hämolysetiter ab.
Wenn die im Test verwandten Zellen mit dem Protektoren-enthaltenden Puffer gewaschen
und anschließend in Protektoren-freiem Puffer resuspendiert wurden, war eine sofortige Lyse
dieser Zellen nachweisbar. Daraus kann geschlossen werden, daß weder Inulin, Dextran oder
PEG die Bindung von Eiseniapore an die Membran inhibieren, sondern, daß sie ausschließlich als
osmotische Protektoren agieren. Außerdem bestätigen die Resultate die feste Bindung von
Eiseniapore an die Membran, da die Komplexe nicht durch Waschen entfernt werden konnten.
Niedermolekulare Zucker wie Sucrose und Raffinose haben keinen Einfluß auf den hämolyti-
schen Titer von Eiseniapore (Tab. 4.7).
                                            
24In der zitierten Arbeit wurde erstmals diese Technik für die Bestimmung des effektiven oder
funktionalen Durchmessers bei Porenbildnern des Komplementsystems angewandt (aktuellere
Arbeiten: Mangel et al., 1995; Fehrenbach et al., 1996)
Tabelle 4.7. Inhibierung der Eiseniapore-vermittelten Hämolyse durch Protektoren (n=5)
Kohlenhydrate Inhibierung der Hämolyse (%)
Surcose 0
Raffinose 0
Inulin 87,5
Dextran 4 87,5
PEG 4000 93,75
4.2.4. Vergleichende Untersuchungen der Interaktion von Eiseniapore mit Erythrozyten,
geschlossenen Ghosts und Nanoerythrosomen
Eiseniapore induziert eine Hämolyse von Erythrozyten verschiedener Säuger (siehe Kapitel
4.2), wobei die lytische Sensitivität der Erythrozyten mit dem Anteil an Sphingomyelin (SM) in
ihren Membranen korrelierte (Abb. 4.2). Weil Eiseniapore eine Lyse von Erythrozyten und
Liposomen, die eine den Erythrozyten vergleichbare Lipidzusammensetzung besitzen, verur-
sacht, bestimmten wir mit Hilfe der ANTS/DPX Freisetzung die Kinetik und das Ausmaß des
Leakages von geschlossenen Ghosts. 
Die Kinetik der Markerfreisetzung war bei geschlossenen Ghosts scheller und das Leaka-
geausmaß höher als bei Liposomen, die in ihrer Lipidzusammensetzung den geschlosssenen
Ghosts ähnelten. Wir konnten bis zu dem niedrigen L/P von 16000:1 ein Leakage von 20% (nach
7 min) nachweisen. Ab einem L/P von 100:1 war der Leakage sehr hoch; bereits nach 1,5 min
nach der Zugabe von Eiseniapore erreichte der Leakage 80% des Plateaus von 90% (Abb.
4.10.a).
Abbildung 4.9. A, Eiseniapore-vermittelter Leakage von geschlossenen Ghosts (human) als
Funktion des L/P. ANTS/DPX wurde in das Lumen der Ghosts eingeschlossen. Der Leakage
wurde bei pH 7,4 und 25 °C gemessen. Die Lipidkonzentration der Ghost (10 µM) wurde unter
Annahme eines Protein zu Lipid Gewichtsverhältnis bei Erythrozytenmembranen von 1:1
bestimmt; die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Lowry gemessen. L/P: a,
16000:1; b, 4000:1; c, 1000:1; d, 100:1. Details finden sich in Material und Methoden.
Abbildung 4.9. B, Einfluß von L-a Lysopalmitoylphosphatidylcholin (C 16:0) auf die Leakage-
aktivität von Eiseniapore. Geschlossene Ghosts wurden ohne (Kontrolle, Kurve b und d) oder mit
0.5 mol% Lysophosphatidylcholin (Kurve e und f) für 10 min bei 25 °C vorinkubiert. Die dann
durchgeführte Messung der Eiseniapore-vermittelten Freisetzung von ANTS/DPX erfolgte bei
verschiedenen L/P (pH 7,4, 25 °C): b und e, 4000:1; d und f, 100:1. Details finden sich in
Material und Methoden.
In erster Näherung ist das Verhältnis von Halbwertzeit des Eiseniapore-induzierten Leakage
zur inversen Eiseniaporekonzentration als lineare Funktion darstellbar (Abb. 4.5.b). Um zu
bestimmen, ob auch die Zusammensetzung der Lipidphase der geschlossenen Ghosts eine
kritische Größe der Interaktion mit Eiseniapore darstellt, wurden geschlossene Ghosts mit 0,5
mol% Lyso-phosphatidylcholin (C16:0) vorinkubiert. Der spontane Einbau dieser Lipide in die
Membran der geschlossenen Ghosts wurde in unserer Arbeitsgruppe mit radioaktiv gelabeltem
Lyso-phosphatidylcholin gezeigt25. Geschlossene Ghosts, in die Lyso-phosphatidylcholin
eingebaut wurde, zeigten einen deutlich niedrigeren Leakage (Abb. 4.10.b).
Ähnlich wie bei Liposomen wurde kein Leakage nach Denaturierung von Eiseniapore (30
min, 56 °C) beobachtet.
Das hohe Ausmaß des Leakage der geschlossenen Ghosts ließ folgende Vermutungen zu:
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(i) ein Rezeptor auf der Erythrozytenmembran vermittelt die Wechselwirkung mit 
Eiseniapore,
(ii) die Größe der Targetzellen ist eine determinierende Größe des Leakage oder  (iii) die
geschlossenen Ghost haben eine labilere Membranintegrität, die zu einer größ ren Empfindlich-
keit gegenüber Eiseniapore führt.
Um die Ursache abzuklären, verglichen wir das Ausmaß des Leakage von LUV (reine
Lipidmembran) mit dem Leakage von Nanoerythrosmen (biologische Membran). Letztere sind
geschlossene Ghost, die so behandelt wurden, daß sie den gleichen Durchmesser wie LUV
besitzen (siehe Material und Methoden). Die LUV bildeten in ihrer Lipidkomposition die
exoplasmatische Lipidmembran der Erythrozyten (PC/Chol/SM/PE/GA (12:17:10:3:1)) nach
(siehe oben). Bei der ANTS/DPX Freisetzung wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
Nanoerythrosomen und den LUV beobachtet (Abb. 4.11.). Deshalb kann die Existenz eines
spezifischen Rezeptors für Eiseniapore auf der Erythrozytenmembran ausgeschlossen werden.
Da die Membrankrümmung, wie oben gezeigt, die Markerfreisetzung nicht determiniert,
kann angenommen werden, daß eine labilere Membranintegrität der geschlossenen Ghost die
Ursache für die beobachteten Unterschiede ist.
4.2.5. Eiseniapore bindet im Gegensatz zu lytischen Peptiden an der Liposomen-membran
irrevesibel
Da der Leakage der Vesikel in einigen Versuchen auch nach 90 min noch kein endgültiges
Plateau erreicht hatte, kann ein Wechsel Eiseniapores von einem bereits lysierten Vesikel zu
einem noch nicht angegriffenen angenommen werden (S. Nir, persönliche Mitteilung)26.
Um festzustellen, ob die Bindung an Sphingomyelin-haltige Membranen reversibel ist,
bestimmten wir den ANTS/DPX Leakage von Liposomen nach der Vorinkubation von Eiseni-
pore mit ungelabelten Vesikeln. Wurde Eiseniapore mit Sphingomyelin-freien Vesikeln (PC,
PC/Chol (1:1) oder PC/PS (1:1)) für 15 min bei 25°C vorinkubiert und anschließend mit
gelabelten PC/Chol/SM-Vesikeln (1:1:2) inkubiert, erfolgte eine ANTS/DPX Freisetzung, die in
Ausmaß und Kinetik ähnlich der Kontrolle - einer Vorinkubati n ohne Liposomen - war.
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1996).
Die Vorinkubation mit PC/Chol/SM Liposomen gefolgt von einer Zugabe ANTS/DPX-
gelabelter Vesikel gleicher Zusammensetzung zeigte keine Lyse. Dies führt zu der Schlußfolge-
rung, daß Eiseniapore irreversibel an Sphingomyelin-haltigen Liposomen bindet (Abb. 4.12.),
sowie, daß Cholesterol die Membranbindung von Eiseniapore nicht vermitteln kann.
Abbildung 4.10. Der Eiseniapore-vermittelte Leakage an unterschiedlichen liposomalen Targets:
aus humanen Ghosts hergestellte Nanoerythrosomen; 100 nm (Kurve a), große unilamellare
Vesikel (LUV), 100 nm (Kurve b); kleine unilamellare Vesikel (SUV), 40 nm (Kurve c). Die
Lipidzusammensetzungen der LUV und SUV ist der des äußeren Monolayers von humanen
Erythrozyten ähnlich (Ei-PC/Chol/SM/PE/GA (12:17:10:3:1)) und geschlossene Ghosts (Kurv
d). Das molare Lipid/Protein Verhältnis betrug 250:1 (mol/mol), bei einer Eiseniaporekonzentra-
tion von 40 nM (Endkonzentration). Details, insbesondere zur Herstellung der Nanoerythroso-
men: Material und Methoden)
Abbildung 4.11. Die Vorinkubation von Eiseniapore mit Liposomen verschiedener Zusammen-
setzung beeinflußt die ANTS/DPX Freisetzung von PC/Chol/SM-Liposmen, die nach 420
Sekunden (Pfeil) zugegeben wurden. Wenn die Vorinkubation von Eiseniapore in der Abwesen-
heit von Liposomen erfolgte, konnte ein signifikanter Leakage beobachtet werden (Kurve a). Ein
der Kontrolle ähnlicher Leakage wurde bei der Vorinkubation von Eiseniapore mit ungelabelten
PC/Chol (1:1) Liposomen gemessen (Kurve b). Kein Leakage wurde beobachtet, wenn Eisenia-
pore mit ungelabelten PC/Chol/SM-Liposomen (1:1:2) vorinkubiert wurde (Kurve c). Die
ungelabelten Liposomen (SUV) wurden bei t = 30 s zugegeben. Während der Inkubation von
Eiseniapore mit den Liposomen betrug das L/P 125:1. Nach der Zugabe von gelabelten Liposo-
men war es in allen Fällen L/P 250:1. Die Messungen wurden bei pH 7,4 und 25 °C durchgeführt.
Details finden sich in Material und Methoden.
Die Daten der SDS-PAGE können ebenfalls in die Richtung einer irreversiblen Bindung über
einen SDS-resistenten Komplex interpretiert werden (Abb. 4.13.). Die irreversible Bindung des
Proteins an die Membran könnte mit der Bildung eines hochmolekularen, SDS-resistenten
Komplexes von Eiseniapore erklärt werden, der erst nach 30 minütigem Kochen zerstört weden
kann. Der hochmolekulare Komplex hat das Gewicht von ungefähr 228 kDa und ist somit
sechsmal schwerer als das Monomer (38 kDa); somit könnte sich ein Hexamer gebildet haben.
Abbildung 4.12. Die Bildung eines stabilen Oligomers Eiseniapores in PC/Chol/SM (1:1:2)
Liposomen. Die Inkubation der Eiseniapore-Vesikel Suspension erfolgte bei pH 7,4, 25 °C. Das
L/P betrug 250:1. Der anschließenden Analyse mit der SDS-PAGE (5-10%) folgte eine Silber-
färbung. Bande 1, vollständige Cölomflüssigkeit (25 µg); Bande 2, Eiseniapore (2.1 µg); Bande
3, Eiseniapore nach Vorinkubation von PC/Chol/SM Liposomen (1.4 µg).
4.2.6. Welche molekularen Komponenten Sphingomyelins sind für den Leakage essentiell?
Durch die folgenden Experimente wurde aufgeklärt, welche strukturellen Merkmale Sphi-
gomyelins für die Interaktion von Eiseniapore mit der Lipidmembran wichtig sind. Außerdem
untersuchten wir, ob die Cholesterol-Sphingomyelin-Komplexe für die Erhöhung des Leakages
beim Einbau von Cholesterol in Sphingomyelin-haltige Liposomen verantwortlich sind. Dazu
wurde das Ausmaß des Leakages in der Gegenwart verschiedener Sphingolipide sowie bei
mehreren Temperaturen und molaren Lipid zu Protein Verhältnissen bestimmt.
Es war nahezu das gleiche Leakageausmaß feststellbar, wenn Sphingomyelin durch Galakto-
sylceramid in PC Liposomen ersetzt wurde. Das einkettige Galaktosylsphingosin (Psychosin) war
hingegen ineffektiv für die Vermittlung des Leakage (Tabelle 4.7). Deshalb scheint die zweiket-
tige Struktur des Ceramids eine wesentliche Struktur der Sphingolipide bei der Vermittlung eines
Leakage zu sein. Aber auch die Präsenz von Ceramid allein war nicht ausreichend, wie das
Fehlen der lytischen Aktivität Eiseniapores bei Austausch von Sphingomyelin durch das
doppelkettige N-Palmitoyl-D-Sphingosin zeigt. Darum scheinen die Ceramidstruktur wie auch
der hydrophile Teil essentielle Bestandteile der Membran für einen Eiseniapore-vermittelten
Leakage von Liposomen zu sein.
Keine weitere Steigerung der Markerfreisetzung wurde beobachtet, wenn Cholesterol in PC
Liposomen, die Galaktosylceramid enthielten, eingebaut wurde. Im Gegensatz dazu war eine
signifikante Steigerung des Leakage von PC Vesikeln, die Sphingomyelin enthielten, nach
Einbau von Cholesterol bestimmbar (Tabelle 4.8). Diese Daten weisen auf eine Interaktion
zwischen Cholesterol und Sphingomyelin, z.B. über die Bildung von Komplexen (siehe Diskus-
sion), hin, die für die Steigerung der lytischen Aktivität von Eiseniapore verantwortlich sind. Für
die untersuchten Liposomen maßen wir den Ordnungsparameter des ESR Membranspektrums
von spingelabelten Fettsäuren I (12,3) bei 37 °C und pH 7,4 (Tabelle 4.7, Spektren nicht gezeigt).
Tabelle 4.8. Der Eiseniapore-vermittelter Leakage und Membranfluidität von Liposomen
mit verschiedenen Sphingolipiden (10 mol%), L/P 250:1. Das Leakageausmaß wurde 5 min
nach der Zugabe Eiseniapores zu den Liposomen bestimmt. Die Konzentration des Fettsäurea-
nalogons betrug 1 mol% der Lipidkonzentration. Die Spektren wurden in Abwesenheit Eisenia-
pores aufgenommen.
Lipidzusammensetzung
Leakage-
ausmaß
(%)
Ordnungs-
parameter
Phosphatidylcholin : Cholesterol : Sphingomyelin
(9 : 9 : 2)
47 0.709
Phosphatidylcholin : Sphingomyelin
(9 : 1)
25 0.630
Phosphatidylcholin : Cholesterol : Galaktosy ceramida
(9 : 9 : 2)
22 0.714
Phosphatidylcholin : Galaktosylceramida
(9 : 1)
20 0.632
Phosphatidylcholin : Cholesterol : Ceramidb
(9 : 9 : 2)
0 0.715
Phosphatidylcholin : Ceramidb
(9 : 1)
0 0.629
Phosphatidylcholin : Cholesterol : Galaktosylsphingosinc
(9 : 9 : 2)
0 0.694
Phosphatidylcholin : Galaktosylsphingosinc
(9 : 1)
0 0.627
aTyp I; 98%  -Hydroxy-Fettsäure, bN-Palmitoyl-D-Sphingosin, c1-ß-D-Galaktosyl-Sphingosin
(Psychosin) Die umseitige Abb. 4.13. gibt die Resultate der Tabelle 4.8. in Verbindung mit den
Formeln der Sphingolipide wieder. Oberhalb der Formeln erscheinen die Leakagewerte (rot), für
die Versuche, in denen die Sphingolipide in PC-Vesikel eingebaut waren; untenhalb: mit den in
PC/Chol-Vesikel eingebauten Sphingolipiden.
Abbildung 4.13. Erläuterungen auf Seite 69.
Dieser Parameter charakterisiert die Membranfluidität. Es wird deutlich, daß die Membranfluidi-
tät nicht mit dem Leakage korreliert, daher sind die in Tabelle 4.8 dargestellten Unterschiede des
Leakageausmaßes nicht auf eine veränderte Membranfluidität der Liposomen zurückzuführen.
Somit kann in Übereinstimmung mit obigen Resultaten (Kap. 4.2.1) gefolgert werden, daß die
Membranfluidität keine essentielle Determinante der lytischen Aktivität Eiseniapores ist.
4.2.7. Die Struktur von membranassoziiertem Eiseniapore
Das Fluoreszenzspektrum der Tryptophangruppen wurde durch Anregung Eiseniapores bei 286
nm untersucht (Abb. 4.13). Möglicherweise sind die Tryptophangruppen im ungebundenen
Eiseniapore in einer hydrophoben Region eingesenkt. Diese Überlegung wird durch das Fluores-
zenzmaximum von 333 nm unterstützt, das für eine apolare Umgebung charakteristisch ist.
In Gegenwart des polaren, wäßrigen Quenchers Kaliumiodid27 (Endkonzentration 20 mM),
der vornehmlich mit Tryptophangruppen in polarer Umgebung wechselwirkt, ist eine Verminde-
rung der Fluoreszenz von circa 8 % meßbar. Es tritt jedoch keine Veränderung der Fluoreszenz,
sowohl der Intensität als auch der Lage, in Gegenwart der Liposomen ein, die kein Sphingomye-
lin enthalten.
Hingegen war ein deutlicher Abfall der Fluoreszenz bei Zugabe von PC/Chol/SM Liposomen zu
beobachten (Abb. 4.13.b). Das Wellenlängenmaximum verschob sich dann nur geringfügig zu
335 nm. Nach der Membranbindung von Eiseniapore erfolgte eine größere Fluoreszensunter-
drückung  durch Kaliumiodid; die Fluoreszenzintensität nahm in Anwesenheit von Kaliumiodid
im Vergleich zur Kontrolle um  30% ab.
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Abbildung 4.14. Tryptophanfluoreszenz von (A) Eiseniapore (Endkonzentration 40 nM)
und (B) in der Gegenwart verschiendener Konzentrationen von PC/Chol/SM-SUV. A, das
Spektrum von Eiseniapore wurde in Abwesenheit (Kontrolle) oder in der Gegenwart von 20 mM
KI gemessen. B, das Spektrum von Eiseniapore wurde in der Gegenwart von PC/Chol/SM
Liposomen in PBS gemessen, L/P = 125:1 (a) und L/P = 250:1 (b und c). Kurve c wurde in der
Gegenwart von 20 mM KI bestimmt. Die Messungen wurden bei pH 7,4 und 25 °C durchgeführt;
Anregungswellenlänge: lex =286 nm. Details finden sich in Material und Methoden.
Das CD-Spektrum von Eiseniapore wurde in Ab- und Anwesenheit von Liposomen bestimmt.
Hierbei wurden sowohl Sphingomyelin-haltige als auch reine PC-Vesikel verwandt. Es konnte
keine Veränderung des CD-Spektrums nach Zugabe von Vesikeln mit und ohne Sphingomyelin
beobachtet werden (Abb. 4.14). Die Sekundärstruktur von Eiseniapore besaß folgende Zusam-
mensetzung: 37% b-sheet, 28% a-helix, 17% b-turn und 18% Zufallsknäuel.
Abbildung 4.15. Circulardichroismus-(CD) Spektren von Eiseniapore in Abwesenheit (a)
und Anwesenheit (b) von PC/Chol/SM SUV (L/P = 250:1). Die Proteinkonzentration betrug 2
µM in PBS-Puffer, pH 7,4. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgeführt. Die Daten sind in
mittleren Restelliptizitäten, basierend auf einer mittleren Aminosäurerestmasse von 105,
dargestellt.
4. 3. Die Regulation der lytischen Aktivität
4.3.1. Isolation und Charakterisierung eines Eiseniapore-regulierenden Faktors (ERF)
aus der Cölomflüssigkeit von Anneliden
Das Ausgangsmaterial der Proteinfraktionierung war eine gepoolte Cölomflüssigkeit aus 100
Anneliden der Unterart E. f. fetida. Nach Zentrifugation (15.000 x g, 10 min) wurde die Cölom-
flüssigkeit von zellulären Bestandteilen getrennt. Der so gewonnene Überstand (1.13 ml) mit
einem Proteingehalt von 6.9 mg/ml wurde auf das Sammelgel der Prep-Cell Apparatur (Bio-Rad,
USA) gegeben.
Der Fluß des Elutionspuffers startete, als die gefärbte Proteinbande den Boden der Gelsäule
erreichte. Das Eluat wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt. Tabelle 4.9 zeigt die 260-fache
Aufreinigung des Eiseniapore-regulierenden Faktors (ERF). Die Proteinkonzentration wurde
mittels Bradford-Reagenzien mit einem Wert von 0.0235 mg/ml bestimmt.
Tabelle 4.9. Ein-Schritt Reinigung des ERF
Material Protein
(total)
mg
Aktivität
u/ml
Aktivität
(total)
spezifische
Aktivität
u/mg
Ausbeute
%
Reinigungs-
faktor
Cölom-
flüssigkeit
7,8 48 72 9,2 100 1
ERF 0,024 12 56 2400 78 259
Nachweis der inhibitorischen Aktivität: Die Wirkung des Eiseniapore-regulierenden Proteins
(ERF) wurde im Titrations-Assay nachgewiesen. Eiseniapore induziert im Elutionspuffer (siehe
Material und Methoden) einen Titer von 1:6144, dieser fällt in Gegenwart des ERF (Endkonzen-
tration 15 nM) um 93,75% auf den Titer von 1:384 (Tabelle 4.10.). Die Reinheit des ERF wurde
durch Silberfärbung des SDS-Gels nachgewiesen (Abb. 4.17).
Tabelle 4.10. Inhibition der durch Eiseniapore vermittelten Hämolyse durch den Eiseniapore-
regulierenden Faktor aus der Cölomflüssigkeit von Eis nia fetida fetida
hämolytisches System Titerstufe der Hämolyse
Eiseniapore 1:6144
Eiseniapore + ERF 1:384
Abbildung 4.16. Elutionsprofil der kontinuierlichen Elutions-Elektrophorese. Der Elutions-
Puffer enthielt reduzierende Agentien, um die Aktivität des ERF zu schützen Probe: 7,8 mg
Proteinsuspension aus der Cölomflüssigkeit. Die Flußrate betrug 1 ml/min, die Absorption wurde
bei 280 nm gemessen. Der Vergleich der Elutionsprofile von Eiseniapore- und ERF-Reinigung
demonstriert die unterschiedliche Gelzusammensetzung der Säulen sowie das voneinander
abweichende Säulenvolumen.
Das Regulatorprotein (ERF) ist bei Raumtemperatur sehr instabil, die Hälfte seiner inhibie-
renden Aktivität verliert es bereits nach ungefähr 12 Stunden. Die Substanzen und Ionen, die
nach dem Protokoll der Proteincharakterisierung von Suelter (1990) zu verwenden sind, beein-
flussen bereits zum größten Teil die Aktivität von Eiseniapore (siehe "Charakterisierung von
Eiseniapore"), so daß eine isolierte Charakterisierung von ERF kaum möglich war. Außerdem
fiel die Aktivität des ERF in den Kontrollen bei 37 °C so drastisch ab, daß keine Aktivität mehr
nachgewiesen werden konnte. Dieser Aktivitätsverlust war im Gegensatz zu Eiseniapore nicht
durch Glyzerol zu kompensieren.
4.3.2. Die Reinigung dem ERF funktional ähnlicher Proteine aus der Cölom- flüssigkeit
verschiedener europäischer Lumbriciden
Ausgehend von der postulierten Ähnlichkeit (siehe Diskussion) des Anneliden-Inhibitors aus
der Cölomflüssigkeit und Vitronectins aus Säugerseren, wurde die Cölomflüssigkeit analog dem
Serum behandelt, aus dem Vitronectin isoliert werden soll. Nach dem Verfahren von Nakashima
et al. (1992) wurde die Cölomflüssigkeit der Anneliden Eisenia f tida ssp., L. terrestris und A.
caliginosa mit eine Heparin-Säule fraktioniert, anschließend über Nacht im Kühlschrank
dialysiert und im Test verwandt.
Die Fraktionen wurden auf ihre inhibierende Wirkung de  lytischen Aktivität von Eiseniapore
getestet. Aus allen untersuchten Arten konnten Fraktionen mit inhibierender Wirkung isoliert
werden. Mit dieser ursprünglich für die Reinigung des multifunktionellen Proteins Vitronectin
ausgearbeiteten Trennmethode können jedoch nicht alle Begleitproteine vollständig entfernt
werden, es ist aber im Gegesatz zur Elutionselektrophorese mit dieser säulenchromatographi-
schen Trennung eine Konzentrierung des zu isolierenden Proteins möglich.
Es konnte im Vergleich der unterschiedlichen Anneliden gezeigt werden, daß A. caliginosa
die höchste Konzentration des Inhibitors besitzt, während E. f. fetida hat von den drei untersuch-
ten Arten den geringsten Anteil des Regulators hat (Abb. 4.16). Allerdings sind die Inhibitorko-
zentrationen sehr starken saisonalen Effekten unterworfen.
Abbildung 4.17. Die Oligochaeten (Anneliden) besitzen einen unterschiedlichen Anteil an
lytischen und regulierenden Proteinen. Die Konzentrationsangaben (µg/ml) beziehen sich auf
die Proteinmengen, die aus einem Milliliter Cölomflüssigkeit gereinigt werden konnten (Details
in Material und Methoden). Eiseniapore, das Hämolysin aus E. f. fetida: 4,2 µg/ml, Hämolysin
aus L. terrestris (2,4 µg/ml) und A. caliginosa (0,46 µg/ml). Die Regulator-Proteine: ERF (0.08
µg/ml), aus L. terrestris (0,4 µg/ml) und A. calliginosa (2,9 µg/ml).
4.3.3. Präparation Vitronectins/S-Proteins und der Nachweis der funktionalen Integrität
Vitronectin wurde nach zitierter Methode (Kap. 4.3.2) isoliert und dialysiert. Um die
funktionelle Integrität des von uns isolierten Vitronectins/S-Proteins (Endkonzentration 15 nM)
auszuweisen, untersuchten wir den Einfluß auf die Komplement-vermittelte Hämolyse. Die durch
Komplement induzierte Hämolyse wurde durch das isolierte Vitronectin/S-Protein beeinflußt. In
dessen Gegenwart wird die Komplementlyse um 4 Titerstufen - das heißt um 93.75% - unter-
drückt (Tab. 4.12.).
Tabelle 4.12. Inhibition der durch Komplement vermittelten Hämolyse durch Vitronectin (n=7)
hämolytisches System Titerstufe der Hämolyse
Komplement 1:256
Komplement +
Vitronectin/S-Protein
1:16
4.3.4. Die Hämolyse-Regulatoren aus dem Säuger und den Oligochaeten sind funktionell
austauschbar
Das gewonnene Material aus Säugerserum (Vitronectin) und der Cölomflüssigkeit (Annelid n-
Inhibitor) wurde in seiner inhibierenden Wirkung im jeweils anderen System getestet (siehe
Material und Methoden). Es zeigte sich, daß der Invertebraten-Regulator (Endkonzentration
jeweils 15 nM) in der Lage ist, die Komplement-vermittelte Hämolyse zu unterdrücken (Tab.
4.13). Die inhibitorische Wirkung von Lumbricus terrestris- und Eisenia fetida fetida-Inhibitor
ist identisch.
Tabelle 4.13. Inhibition der durch Komplement vermittelten Hämolyse durch Regulatoren aus
Anneliden (n=9)
hämolytisches System Titerstufe der Hämolyse
Komplement 1:256
Komplement +
Regulator aus E. f. fetida (=ERF)
1:32
Komplement +
Regulator aus L. terrestris     
1:32
Der Inhibitor der terminalen Komplementkomponenten, das Vitronectin, inhibiert die Eiseniapo-
re-vermittelte Hämolyse um 87.5%. Wenn Vitronectin durch dekomplementiertes Serum
ausgetauscht wurde, verstärkte sich die inhibierende Wirkung um 93.75%, was auf zusätzliche
inhibierende Substanzen hindeutet.28
                                            
28 Vergleiche dazu auch: Eue (1991), Dissertation; S. 95 ff, Die Wirkung von high density
lipoproteins (HDL) auf die hämolytische Aktivität der Eisenia foetida Cölomflüssigkeit und
Tschopp et al. (1986) über die Wirkung von HDL auf die Aktivität von poly-C9 und Perforin.
Tabelle 4.14. Einfluß von Serum/Vitronectin auf die Eiseniapore-vermittelte Hämolyse (n=7)
hämolytisches System  Titerstufen der Hämolyse
Eiseniapore 1:6144
Eiseniapore + Vitronectin 1:768
Eiseniapore + dekomplementiertes Serum 1:384
4.3.5. Heparin beeinflußt die inhibitorische Aktivität des Eiseniapore-regulierenden
Faktors
Für Vitronectin wurde ein basischer Heparin-Bindungsort beschrieben (Preissner et al.,
1989), der sich an die cysteinreiche Domäne der Komplementkomponente C9 anlagert und
dadurch die Oligomerisierung und die folgende Bildung einer Proteinpore verhindert. Wenn der
Heparin-Bindungsort mit Heparin maskiert wird, kann dieser nicht mehr mit den Proteinmono-
meren interagieren und verliert so seine inhibierende Aktivität. Auf Grund der Funktionsgleich-
heit von Vitronectin und dem ERF haben wir untersucht, ob Heparin die inhibierende Wirkung
des ERF beeinflußt.
105 Internationale Einheiten (I.E.) Heparin/ml29 im Ansatz wurden im Puffer vorgelegt, dann
30 min bei 37 C mit Eiseniapore und dem ERF inkubiert und anschließend Targetzellen (2%
Erythrozyten vom Schaf in PBS-Puffer) zugegeben. Sowohl die inhibitorische Wirkung von
Vitronectin (Kontrolle), als auch die des ERF läßt sich durch Heparin einschränken (Tab. 4.15).
                                            
29105 I.E./ml Heparin hemmen die hämolytische Aktivität von Komplement und Eiseniapore
nicht.
Tabelle 4.15: Einfluß von Heparin auf die inhibierende Wirkung von Vitronectin und ERF (n=5)
hämolytisches System inhibitorische Aktivität des
Regulatorproteins (%)
Eiseniapore + Vitronectin 86
Eiseniapore + Vitronectin und Heparin 29
Eiseniapore + ERF 87.5
Eiseniapore + ERF und Heparin 25
4.3.6. Eiseniapore/ERF und Komplement/Vitronectin sind analoge Proteingruppen -
lytische Aktivitäten in der Anwesenheit der Regulatorproteine und Antikörper
Die natürlichen Inhibitoren/Regulatoren der lytischen Proteine, beim Komplement das
Vitronectin und bei Eiseniapore der Eiseniapore-regulierende Faktor (ERF), zeigen in dem
gewählten Titrationsassay eine deutlich inhibitorische Aktivität auf die hämolytische Aktivität
(Tab. 4.10 und 4.12). Da eine immunologische und funktionale Verwandtschaft von Vitronectin
und ERF gezeigt werden konnte, untersuchten wir, ob sich diese auch in einer funktionalen
Wirkung der jeweiligen Antikörper niederschlägt. Nach dem kreuzreagierendes Verhalten von
anti-C9 Antiserum und Eiseniapore nachgewiesen werden konnte, wurde der funktionalen
Einfluß dieser Antikörper untersucht (Abb. 4.18). Dazu wurden Antikörper, die gegen humanes
C9 gerichtet sind, in einer Verdünnung von 1:500 und 1:10 in PBS vorgelegt, das in diesem
Puffer titrierte Eiseniapore wurde für 30 min bei 37°C inkubiert. Der anschließend bestimmte
Hämolysetiter Eiseniapores fällt in Gegenwart von anti-C9 Antiserum in einer 1:500 Verdünnung
um 50%. In einer Verdünnung von 1:10 wurde die hämolytische Wirkung Eiseniapores fast
vollständig um 96.8% unterdrückt (Tab. 4.16). In der zusammenfassenden Darstellung (Abb.
4.18) ist die Inhibition Eiseniapores bei einer anti-C9 Antikörper Verdünnung von 1:100
dargestellt.
Abbildung 4.18.  Titer der Komplement- und Eiseniapore-induzierten Hämolyse in
Gegenwart von Antikörpern und Regulatoren. Der reziproke Wert des Komplementtiters
beträgt 256. In Gegenwart von anti-Eiseniapore Antikörpern fällt der Hämolysetiter auf 64, die
Kontrolle (+) zeigt, daß in Gegenwart von anti-C9 Antikörpern nur eine Aktivität von 4 Titerstu-
fen bleibt. Der ERF inhibiert die Komplementlyse bis auf den Titer 16, der natürliche Inhibitor
des Komplements Vitronectin (Kontrolle (-)) inhibiert die Hämolyse vollständig. Die Eiseniapo-
re-vermittelte Hämolyse erreicht einen Titer von 6144, der in Gegenwart von anti-C9 Antikör-
pern auf einen Hämolysetiter von 384 fällt. Der gegen Eiseniapore gerichtete Antikörper
(Kontrolle (+)) vermindert die lytische Aktivität mit einem Titer von 16 nahezu vollständig.
Vitronectin reduziert die Eiseniapore-induzierte Hämolyse auf den Titer 192. Der natürliche
Inhibitor Eiseniapores - der ERF - vermindert die Lyse auf den Titer 4.
Anti-Eiseniapore Antikörper (1:500) unterdrücken die Komplement-vermittelte Hämolyse, der
Komplementtiter von 1:256 wird in Gegenwart der Eiseniapore Antikörper um drei Titersufen
auf 64 inhibiert.
Tabelle 4.16. Inhibitorische Wirkung von anti-C9 Antikörpern auf die hämolytische Aktivität
Eiseniapores (n=4)
Eiseniapore und Antiserum Inhibition der Hämolyse (%)
 Eiseniapore + anti-C9 Antiserum (1:500) 50
Eiseniapore + anti-C9 Antiserum (1:10)    96,8
4.3.7. Immunologisch homologe Komponenten bei Säugern und Invertebraten - Analyse
mittels Immunoblotting
Ein Immunostaining Eiseniapores und des ERF wurde mit Hilfe des Westernblots erreicht.
Abbildung 4.19. Kreuzreaktion zwischen C9 und Eiseniapore (A) und zwischen Vitronectin
und ERF (B). Die Westernblots wurden mit monospezifischen, polyklonalen Antikörpern
(1:1000, in PBS-Puffer verdünnt) gegen reduziertes, humanes C9 (A, rechte Bande) und humanes
Vitronectin (B, rechte Bande) durchgeführt. Die elektrophoretische Trennung von 2.1 µg
Eiseniapore (A, linke Bande) und 1.7 µg ERF (B, linke Bande) in der SDS-PAGE (5-10%)
erfolgte unter reduzierenden Bedingungen (siehe Material und Methoden).
Die Proteine wurde zunächst unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE getrennt und
auf Nitrocellulose-Membranen (blots) transferriert. Die danach sequentiell aufgetragenen
Antikörper gegen humanes C9 und Vitronectin/S-Protein kreuzreagierten mit den aus dem
Anneliden isolierten Eiseniapore und dessen Regulator (ERF) (Abb. 4.19.).
ERKENNEN HEISST VERGLEICHEN. KANT
5. DISKUSSION
5.1. Die humorale Abwehr bei Invertebraten
"Zellvermittelte Immunität" wurde ursprünglich als Begriff geprägt, um lokale Reaktionen gegen
intrazelluläre Pathogene zu beschreiben, die durch Phagozyten und Lymphozyten mit ihren
verschiedenen Populationen z.B. den 'natural killer' (NK)-Zellen vermittelt werden. Im Allge-
meinen werden heute  darunter Reaktionen verstanden, die durch die zellulären Komponenten der
Immunantwort (z.B. T-Zellen und Makrophagen) verursacht werden. Zellulär- und humoral-
vermittelte Prozesse können in vielen genutzten Tier- oder Gewebemodellen nicht getrennt
beobachtet werden, da Zellen bei der Entstehung von Antikörpern beteiligt sind und Antikörper
bedingt im Bereich der zellvermittelten Immunität als Bindeglied auftreten können30. Für eine
getrennte Analyse der zellulär- und humoral-vermittelten Reaktionen ist es daher sinnvoll,
evolutionär alte Tierstämme zu untersuchen, in denen diese beiden Reaktionen noch getrennt
ablaufen, da in dem Abwehrsystem der phylogenetisch alten Stämme noch keine Antikörper zur
Verfügung stehen.
In den letzten Jahren wurde dieses Antikörper-unabhängige Abwehrsystem der phylogentisch
alten taxonomischen Gruppen ein Schwerpunkt der immunologischen Forschung (Humphreys
und Reinherz, 1994; Armstrong et al., 1996; Blanco et al., 1997; Hubert et al., 1997; Ottaviani
und Franceschi 1997; Ram et al., 1997; Smith et al. 1997; Fearon, 1997). Hierfür wurden die
Tierstämme aus dem Bereich der Invertebraten verwandt, für die bereits Daten ihres Abwehrsy-
stems vorliegen. Denn erst durch längere Testreihen in Versuchen ist es möglich, wiederkehren-
de, saisonal stabile und in verschiedenen Modellen konstante, immunologische Faktoren
herauszuarbeiten. Es sind dreikeimblättrige Tiere vorzuziehen, da das dritte Keimblatt in der
Evolution das Gewebe für die Bildung von echten Immunmodulatoren ist (Cooper et al., 1992;
Sima und Vetvicka et al., 1993; Vetvicka et al., 1994), und die entsprechenden Organismen somit
bereits über einen komplexen Abwehrmechanismus verfügen. Bei Vertretern folgender Stämme:
- den Nemertinen (Langlet und Bierne, 1982),
- den Anneliden (Cooper, 1986) und
- Tunicaten31 (Raftos et al., 1987)
                                            
30Zytolytische T-Zell Antworten laufen beispielsweise ohne Antikörper ab. Als Adaptor können Antikörper
u.a. bei der Bindung an Phagozyten oder bei der Aktivierung von Komplement fungieren.
31 Die Aufnahme der Tunicaten in die Gruppe der Invertebraten zeigt das Willkürliche des
Systems Vertebraten/Invertebraten (siehe: Einl itung). Diese ursprünglichen Vertreter der
Chordata gehören zu den Rückenmarktieren (Notoneuralia), wohingegen sich die Mehrzahl der
wirbellosen Stämme bei den Bauchmarktieren (Gastroneuralia) einordnet.
konnten zum Beispiel bereits Transplantat-Unverträglichkeiten als sehr kompliziertes immunolo-
gisches Verhalten nachgewiesen werden. Diese Tiere müssen somit über ein gut entwickeltes
Antikörper-unabhängiges Abwehrsystem verfügen. Von den drei genannten Stämmen, für die
bereits spezifische Abwehrreaktionen gezeigt werden konnten, erfüllen die Kosmopoliten des
Stammes der Anneliden die oben angeführten Voraussetzungen für das Studium des Abwehrsy-
stems sehr gut.
Die Analyse von Vertretern eines Stammes läßt allerdings nur Aussagen über das Abwehrver-
halten dieser Vertreter oder zum Teil des jeweiligen Stammes zu. Bei der Mannigfaltigkeit der
wirbellosen Organismen sind Rückschlüsse auf die ‘allgemeine’ Immunologie der Invertebraten
wohl nur sehr begrenzt möglich.
Das "August Krogh-Prinzip", wonach es für jedes Problem eine Tierart gibt, an der es
besonders gut studiert werden kann, wurde in der vergleichenden Immunologie und Biochemie
oft bestätigt (Urich, 1990). Wir denken, daß die lytische Aktivität der Anneliden in der Tierunter-
art Eisenia fetida ssp. -wegen des hohen Titers dieser Aktivität, den vielfältigen Voruntersuchun-
gen und der Verfügbarkeit des Untersuchungsmaterials - am besten studiert werden kann.
5.2. Natürliche Killer-Zellen als Vermittler zytolytischer Reaktionen
Im Jahre 1976 wurde bei humanen Lymphozyten eine Subpopulation gefunden, die ohne
vorausgegangene Immunisierung, sozusagen natürlich, Tumorzellen oder Virus-infiziert  Zellen
in vitro zytotoxisch zerstören kann. Die Zellen wurden als 'natural killer' (NK)-Zellen bezeichnet.
Obwohl ein Teil des lymphatischen Systems, lassen sie sich weder den B-Lymphozyten noch den
T-Lymphozyten zuordnen. Somit scheinen sie direkt, ohne Prägung durch den Thymus, aus
Vorläuferzellen des Knochenmarks zu stammen. Deshalb wurde vermutet, daß NK-Zellen als
unspezifischer Abwehrmechanismus phylogenetisch sehr alt sind (Monti et al., 1992; Versteeg,
1992; Kapur et al., 1994). Anfang der neunziger Jahre gelang der Nachweis der Ähnlichkeit von
zytotoxischen Hämozyten der Mollusken mit der Aktivität humaner NK-Zellen (Franceschi et al.,
1991). Wenige Jahre später konnte die spontane Zytotoxizität der Cölomozyten aus Eisenia fetida
ssp. als NK-ähnliche Aktivität gegen die humane Tumorzellinie K 562 durch die morphologische
Charakterisierung der Bindung von Effektor und Zielzelle gezeigt werden (Suzuki und Cooper,
1995, Quaglino et al. 1996). Die zytotoxische Aktivität wird dort von der Bildung multipler
Aggregate ähnlich der Granulome begleitet. Bisher wurde dies nur in Säugern beobachtet.
Granulome bestehen aus mehrkernigen Riesenzellen, Epitheloidzellen und aktivierten Makro-
phagen, die Infektionsherde dort abkapseln, wo antigenes Material nicht abgebaut werden kann,
um es später zu lysieren.
Die zellvermittelte Lyse, die NK-Zellen im Abwehrsystem der Säuger einleiten,  wird über
porenbildende Proteine (wie Perforin) induziert. Für die von NK-Zellen sezernierten porenbil-
denden Proteine wird ein zwei-Schritt Mechanismus der Lyse vorgeschlagen: (1) Ca2+-abhä gige
Bindung an Phosphatidylcholin und Sphingomyelin über Phophorylkopfgruppen, die bei 0°C
erfolgen kann und als Effektorzell-Zielzell-Konjugat über einen lektinähnlichen Rezeptor
vermittelt wird, sowie (2) dem temperaturabhängigen Insertionsschritt, bei dem sich Kanäle in
den Bilayer integrieren und nach weniger als 30 Sekunden den Lysevorgang der Zielzelle
einleiten (Peitsch und Tschopp, 1991; Liu et al, 1995a,b).
Es wird zur Zeit spekuliert, ob eine in Invertebraten nachgewiesene NK-Zellen ähnliche
Aktivität, von porenformenden Proteinen begleitet wird (Roch et al., 1989, Canicatti 1990,
Porchet-Hennere et al., 1992). So wurden die sehr umfassend untersuchen zytotoxischen
Cölomozyten des Anneliden Nereis diversicolor von mehreren Autoren - wenn bisher auch ohne
Erfolg - auf immunologische Verwandtschaft mit dem humanen, porenbildenden Protein Perforin
untersucht (Porchet-Hennere et al., 1992).
5.3. Isolierung und Charakterisierung von Eiseniapore
Wir haben die Wechselwirkung des von uns erstmals bis zur Homogenität gereinigten
Hämolysins (Eiseniapore) von Eise ia fetida fetida mit Bilayerstrukturen von Liposomen wie
auch Membranen von Erythrozyten untersucht, um mögliche funktionsanaloge Prozesse zu
anderen Porenformern aufdecken und analysieren zu können. Das Hämolysin wird nach gegen-
wärtigem Erkenntnisstand von Cölomozyten aus der Cölomflüssigkeit sezerniert, die als
zytotoxisch beschrieben wurden (Sekizawa et al., 1996).
Die Reinigung Eiseniapores erfolgte mittels präparativer Elutionselektrophorese. Neben dem
Tetanus-Toxin ist Eiseniapore eines der sehr wenigen Proteine, die bisher nach einem solchen
Trennmodus und -schema isoliert wurden (DiMari et al., 1982). Die Elutionselektrophorese
gestattet oft nur geringe Ausbeuten, ermöglicht aber die Aufreinigung von Proteinen, die eine
hohe Affinität zu den Trennmaterialien der klassischen Säulenchromatographie besitzen. Diese
Affinität führt dazu, daß eine Elution, zum Beispiel wegen überlappender Proteinpeaks, nur in
geringem Ausmaß möglich ist (van Heyningen, 1976, 1980; Bizzini, 1979; Mohrig et al., 1996).
Das Überlappen der Peaks kann durch die Aggregation der Proteine an dem Säulenmaterial
unterstützt werden (DiMari et al., 1982). Zu dem Trägermaterial der Elutionselektrophorese -
dem Polyacrylamidgel - hingegen, besitzen die Proteine der Cölomflüssigkeit diese sehr hohe
Affinität nicht, somit ist eine Isolierung der interessierenden Fraktionen möglich.
Die Aktivität, gemessen als Hämolyse von Schaferythrozyten, steigt nach der Reinigung
erstaunlicher Weise an. Normalerweise fällt die Aktivität der gereinigten Proteine durch Verluste
während der Reinigungsprozedur ab. Die Erhöhung der Aktivität kann mit einer Konformati-
onsänderung Eiseniapores oder aber mit einer im Trennungsgang erfolgten Abscheidung einer
inhibierenden/regulierenden Struktur erklärt werden (Ehlers und Lange, 1992; Mohrig et al.,
1997).
Das gereinigte Eiseniapore wurde dem Protokoll von Suelter folgend charakterisiert (Suelter,
1990). Eiseniapore ist danach ein thiolaktivierbares Hämolysin, das in seiner lytischen Aktivität
von Anionen (SO4
2->PO4
3-) und Kationen (Au3+>Fe3+>Fe2+>Zn2+) beeinflußt wird. Das Zytolysin
von Spiroraphis spallanzani, von dem man annahm, es sei mit den Anneliden-Zytolysinen
verwandt, ist hingegen nicht von Sulfhydryl- oder Disulfidgruppen abhängig (Canicatti und
Roch, 1993). Somit konnten keine Hinweise für eine funktionale Verwandtschaft erbracht
werden.
Mehrere Metallionen wurden bisher in Anneliden nachgewiesen, ohne daß man um ihre
physiologische oder immunologische Bedeutung wußte (Ireland, 1978, Prento, 1979).  Wir haben
Metallionen genutzt, die in Anneliden nachgewiesen wurden, um ihre Bedeutung für die
Wechselwirkung Eiseniapore-Targetmembran als Bestandteil der Immunraktion  zu a alysieren.
Die Ionen mit der höchsten Oxidationszahl zeigten die deutlichste inhibierende Wirkung auf
die lytische Aktivität Eiseniapores, was auf eine oxidative Schädigung von Eiseniapore durch die
Reagenzien hindeutet. Wir konnten diese Überlegung durch unsere Beobachtung der unter-
schiedlichen Inhibierung des gleichen Metallions mit unterschiedlichem Oxidationsgrad belegen:
Fe2+ besitzt ein geringeres inhibierendes Vermögen als Fe3+. Metallionen greifen in viele
physiologische und immunologische Prozesse ein: (i) Kationen öffnen oder schließen Ionenka-
näle und makromolekulare Poren (Mlinar und Enyeart, 1993, Walker et al. 1994), (ii) Au3+
induziert allergische und autoimmunologische Effekte, außerdem sind für dieses Metall inhibie-
rende Wirkungen auf die Komplementaktivierung oder die Antikörper-abhängige Zytotoxizität
beschrieben worden (Harth, 1981, Griem und Gleichmann, 1995, Griem et al. 1996) und (iii)
Metallionen sind wichtig sowohl für die Stabilität als auch die Änderung der Konformation von
Proteinen (Lester und Brumfeld, 1991; Arnold und Zhang 1994; Chai et al, 1995; Reagan, 1995).
Um pharmakologische Wirkstoffe, die in Liposomen transportiert werden, an  Krebszellen zu
schleusen und dosieren zu können, wird zur Zeit intensiv mit in Liposomen integrierten  poren-
formenden Proteinen experimentiert.  Auslösern gesucht, um den sich normaler Weise geöffneten
Kanal der porenformenden Proteine gezielt zu schließen. Metallionen (z.B. Zink) sind in der
Lage solche Poren zu schließen (Song et al., 1996; Russo et al., 1997; Brahe et al., 1997).
Neben der inhibitorischen Wirkung mehrerer Metallionen war die sehr starke inhibitorische
Aktivität einer sehr geringen Konzentration von Au3+ auf die hämolytische Aktivität von
Eiseniapore auffällig. Auch wenn für Au3+ die Reduktion der Antikörper- und Komplement-
vermittelten lytischen Aktivität beschrieben wurde, gibt es noch keine Deutung für diese
modulatorischen Effekte (Harth, 1981).
Für die Analyse der Membranwechselwirkung von Eiseniapore haben wir die Bindungsreak-
tion experimentell von der lytischen Reaktion getrennt. Die Bindung von Eiseniapore an
Membranen wird durch Cu2+gesteigert, während diese Ionen die lytische Aktivität inhibieren. Es
konnte gezeigt werden, daß die zwei Schritte (Bindung und Lyse) durch unterschiedliche
Faktoren beeinflußt werden können, das heißt, daß unterschiedliche Strukturen von Eiseniapore
für Bindung und Lyse verantwortlich sind.  Somit muß die Bindung nicht automatisch zu einer
lytischen Aktion führen.
Heparin und Lyso-PC verhindern die Bindung Eiseniapores an die Erythrozytenmembran,
aber nicht die Insertion in diese. Für Perforin wurde ein ähnliches Bindungs- und Lyseverhalten
beschrieben (Ishiura et al., 1990, Ojcius und Ding-E Young, 1990). Heparin und Lyso-PC
verhindern ebenfalls die Bindung von Perforin an die Targetmembran, jedoch nicht den lytischen
Insertionsschritt von gebundenem Perforin. Dieser Effekt wird in Zusammenhang mit dem
Selbstschutz der Perforin-freisetzenden Zellen diskutiert (siehe auch Kapitel "Wie schützt sich
Eisenia fetida fetida vor der lytischen Aktivität Eiseniapores?")
In Analogie zu einem anderen Mitglied der Perforin-Familie - der Komplementkomponente
C9 - ist auch die Bindung von Eiseniapore nicht von Ca2+ abhängig. Die lytische Aktivität von
bereits gebundenem Eiseniapore erfordert keine der untersuchten Metallionen. Vitronectin, ein
Inhibitor der lytischen Aktivität von Perforin und Komplement, setzt die Bindungsaktivität, aber
nicht die lytische Aktivität von Eiseniapore herab. Für die regulierende Wirkung der lytischen
Aktivität des Komplements und des Perforins durch Vitronectin wird ein ähnlicher Mechanismus
vermutet. Es wird diskutiert, daß durch die Anheftung von Vitronectin an die Komplement- und
Perforinproteine die Bindung an die Zielmembran verhindert wird (Tschopp et al., 1987, 1990;
Podack et al., 1983, 1991).
5.4. Eiseniapore induziert über einen Lipid-Rezeptor einen Leakage von Liposomen
Nachdem Bindungs- und lytische Aktivität von Eiseniapore an Erythrozyten analysiert
worden sind, wurde die lytische Aktivität an Targetmembranen mit Hilfe von Liposomen
studiert. Eiseniapore ist in der Lage, Bilayerstrukturen so zu stören, daß eine Freisetzung der
wäßrigen Phase des Lumens der  Liposomen erfolgt. Die lytische Aktivität von Eiseniapore
benötigt keine anderen Faktoren der Cölomflüssigkeit und ist durch polyklonale Antikörper
gegen Eiseniapore und die Komplementkomponente C9 unterdrückbar. Die Aktivität ist an die
native Struktur gekoppelt, denn es kommt zu einem völligen Verlust nach Denaturierung von
Eiseniapore durch Hitzebehandlung. Eine essentielle Voraussetzung für den durch Eiseniapore
vermittelten Leakage der Lipidmembranen ist die Gegenwart von verschiedenen Sphingolipiden
wie Sphingomyelin oder Galactosylceramid. Die Anwesenheit von Sphingolipiden ist eine
hinreichende, womöglich eine notwendige Voraussetzung für den Leakage von Lipidmembranen.
In Abwesenheit der Sphingolipide war keine Lyse von Phosphatidylcholin-Liposomen feststell-
bar, weder in der Gegenwart von Phosphatidylserin noch von Phosphatidylethanolamin und
Cholesterol. Ein Leakage von Liposomen wurde nur in Gegenwart von Sphingomyelin beobach-
tet, der sein Maximum bei neutralem pH-Wert, dem natürlichen pH-Wert der Cölomflüssigkeit,
und bei einer Temperatur von 37°C besaß; oberhalb dieser Temperatur verringerte sich die
Aktivität wieder.  Bei einem Eiseniapore ähnlichen hämolytischen Protein, dem Lektin CEL-III
aus marinen Invertebraten, liegt das Maximum der lytischen Aktivität viel tiefer, es ist bei der
Temperaturen von 10°C aktiver als bei 37°C (Hatakeyama et al., 1996). Beiden hämolytischen
Proteinen ist somit gemeinsam, daß die Zunahme der lytischen Aktivität des Proteins nach einer
bestimmten Temperaturerhöhung noch deutlich vor der Temperatur, bei der die Denaturierung
erfolgt, wieder abnimmt.
Unsere weiteren detaillierteren Untersuchungen ergaben, daß folgende molekulare Merkmale
der Sphingolipide notwendig für den Eiseniapore-vermittelten Leakage sind: (i) eine hydrophile
Kopfgruppe wie Phosphorylcholin oder Galactosyl und (ii) das doppelkettige Rückgrat der
Sphingolipide  - das Ceramid.
Eine signifikante Steigerung des Eiseniapore-vermittelten Leakage von PC/SM-Vesikeln
konnte in Anwesenheit von Cholesterol beobachtet werden. Cholesterol allein unterstützt die
lytische Aktivität von Eiseniapore nicht; in Abwesenheit von Sphingomyelin wurde keine
Markerfreisetzung beobachtet und der Leakage ist bei Austausch von Sphingomyelin durch
Galactosylcerebrosid nicht erhöht. Diese Resultate implizieren eine Interaktion, vielleicht die
Formation von Komplexen zwischen Cholesterol und Sphingomyelin, die für den erhöhten
Leakage nach dem Einfügen von Cholesterol in PC/SM-Liposomen verantwortlich ist (Nieva et
al., 1994, Moesby et al., 1995).
Cholesterol interagiert stark mit Phospholipiden, es soll dabei folgende Präferenzen zeigen:
Sphingomyelin >> Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerol > Phosphatidylcholin >> Phosphati-
dylethanolamin (Datta, 1987). Insbesondere die Studien, die eine Interaktion von Sphingolipiden
wie den Gangliosiden oder den Cerebrosiden mit Cholesterol belegen, werden auch als Indikator
für eine besondere Interaktion zwischen Sphingomyelin und Cholesterol herangezogen (Simons
und Ikonen, 1997).
Slotte (1997) hingegen sieht in den bisherigen, folgenden, experimentellen Daten nur den
sicheren Hinweis auf eine Differenz zwischen der Sphingomyelin- und Cholesterol-
Wechselwirkung zum einen und der zwischen Phosphatidylcholin und Cholesterol zum anderen:
- Bilayer aus Cholesterol/Sphingomyelin sind für Wasser weniger permeabel als Chole-
sterol/Phosphatidylcholin Membranen (Barenholz, 1986)
- die Cholesteroldesorbtion in einer wäßrigen Phase ist von Sphingomyelin-haltigen Membranen
geringer als die von Phosphatidylcholin-haltigen Membranen (Bittmann, 1993)
- der Kompressibilitätsmodulus in Sphingomyelin/Cholesterol Membranen ist größer als in
Phosphatidylcholin/Cholesterol Membranen (Needham und Nunn, 1990)
- die Cholesterol Oxidase-Aktivität ist in Sphingomyelin-haltigen Membranen geringer als in
Membranen, die Phosphatidylcholin enthalten (Mattjus und Slotte, 1994)
Es wurde vermutet, daß die OH-Gruppe des dritten C-Atoms des Sphingosinrückgrats für die
spezielle Interaktion Sphingomyelin und Cholesterol verantwortlich ist (Datta, 1987). Andere
Membranlipide verfügen über diese Gruppe nicht. Die Modifizierung der 3-OH Gruppe des
Sphingosinrückgrats beeinflußt die Oxidation von Cholesterol - einem Indikator der Stärke der
Wechselwirkung in Sphingomyelin-haltigen Membranen - aber nicht oder nur sehr wenig.
Hingegen zeigt eine Variation der mit dem Amid verbundenen Fettsäurekette eine starke
Veränderung der Rate der Cholesteroloxidation (Slotte, 1992, Bittman et al., 1994). Es ist daher
möglich, daß diese Fettsäurekette und nicht die erwähnte OH-Gruppe für die laterale Interaktion
von Cholesterol mit Sphingomyelin verantwortlich ist.
Obwohl bereits Daten vorliegen, die zeigen, wi  Sphingomyelin und Cholesterol interagieren,
weiß man bisher nicht, warum sie wechselwirken. Vermutlich wird die Homöostasis des
phylogentisch jüngeren Cholesterols direkt vom evolutionär älteren Sphingomyelin beeinflußt.
Unsere Ergebnisse des Leakage von Sphingomyelin- und Cholesterol-haltigen Membranen
geben einen deutlichen Hinweis auf die von mehreren Autoren diskutierten Sphingomy-
lin/Cholesterol Komplexe oder Mikrodomänen (Grönberg et al., 1991; Slotte, 1992; Simons and
Ikonen, 1997). Ein starkes Indiz hierfür ist neben dem erhöhten Leakage von PC/SM-Liposomen
nach Einbau Cholesterols vor allem die Tatsache, daß in Liposomen, in denen Sphingomyelin
durch Galactosylceramid ersetzt wurde, kein erhöhter Leakage nachzuweisen ist. Das ist deshalb
bedeutsam, da gezeigt werden konnte, daß Galactosylceramid im Gegensatz zu Sphingomyelin
mit Cholesterol nicht spezifisch interagiert (Slotte et al., 1993).
Da mit anderen Methoden, wie der Langmuir'schen Balancetechnik an Monolayern, wider-
sprechende Resultate zu der Cholesterol/Sphingomyelin Wechselwirkung gewonnen wurden
(Smaby et al., 1996), kommt unseren Experimenten, die biologisch wirksame Faktoren nutzen,
eine wichtige Bedeutung zu. Neben dem Modell der Semliki-Forest-Virus vermittelten Mem-
branfusion, der für den Bindungsschritt Cholesterol, für das eigentliche Fusionsereignis aber
Sphingomyelin benötigt (Nieva et al., 1994, Moesby et al., 1995), sind unsere Versuche zur
Membraninterruption durch Eiseniapore ein weiteres biologisches Beispiel, das eine spezielle
Wechselwirkungen von Sphingomyelin mit Cholesterol aufzeigt. Es ist der erste Nachweis, der
eine immunologische 'Verwendung' dieser Interaktion dokumentiert.
Die Resultate unterstützen die These der essentiellen Rolle von Sphingolipiden bei dem
Leakagevorgang, sie legen die Notwendigkeit von Sphingolipiden auch bei der Bindungsreaktion
sehr nahe. Die Vorinkubation von Eiseniapore mit Liposomen verschiedener Lipidkompositionen
ohne Sphingomyelin veränderte den folgenden Eiseniapore-vermittelten Leakage von
PC/Chol/SM Liposomen nicht. Im Gegensatz dazu wurde kein Leakage von gelabelten
PC/Chol/SM Liposomen  gemessen, wenn Eiseniapore mit ungelabelten Liposomen gleicher
Zusammensetzung vorinkubiert wurde. Diese Versuche machen deutlich, daß die Bindung von
Eiseniapore an Liposomen, die Sphingolipide wie Sphingomyelin enthalten, notwendigerweise
irreversibel ist. Eine Bindung von Eiseniapore an Lipidmembranen erfolgt ohne Sphingomyelin
nicht, deshalb können andere Lipide - wie Cholesterol (dem Rezeptor Thiol-aktivierbarer Toxine
aus Bakterien (Braun und Focareta, 1991))- als Rezeptor ausgeschlossen werden.
Weder die Anwesenheit von Phosphatidylserin noch von Phosphatidylethanolamin allein
konnten PC-Liposomen für die Aktivität von Eiseniapore zugänglich machen, sie waren auch
nicht notwendig für den Leakage von SM-Liposomen. Solange Sphingomyelin anwesend ist,
bedarf es keiner weiteren Rezeptoren.
Elektrostatische Interaktionen scheinen bei dem erhöhten Eiseniapore-vermittelten Leakage
der Erythrozytenmembran nachempfundene Liposomen keine herausragende Rolle zu spielen, da
PC/PS Liposomen nicht lysiert wurden. Dennoch war die lytische Aktivität bei 'resealed ghost'
noch höher als bei Liposomen mit der Lipidzusammensetzung der Erythrozytenmembranen. An
'resealed ghost' wurde das höchste Ausmaß von allen getesteten unilamellaren Vesikeln beob-
achtet32.
Systematische Untersuchungen zur Wechselwirkung unterschiedlicher Lipide mit Zytolys-
nen/Hämolysinen anderer Invertebraten liegen bisher nur sehr wenig vor. Eine Ausnahme bildet
das Zytolysin A-III des marinen Wurmes Cerebratulus lacteus (Kem, 1994). Es ist das einzig
isolierte Toxin aus dem 800 Arten umfassenden Stamm der Nemertinen. Wird dieses Polypeptid
mit ultrabeschallten Dispersionen verschiedener Lipide vorinkubiert und anschließend dessen
hämolytische Aktivität bestimmt, zeigen sich inhibitorische Effekte bestimmter Lipide. Ein
Hämolysehemmung von 50% (definiert als LD50) ergibt sich schon bei geringer Konzentration
von Gangliosiden (LD50: 2 µg/ml) und Sphingomyelin (LD50: 5 µg/ml Lipid). Inhibitorische
Effekt sind ebenfalls bei Sphingosin (LD50: 60 µg/ml Lipid), Phosphatidylinositol (LD50: 80
µg/ml Lipid), Phosphatidylserin (LD50: 105 µg/ml Lipid) und Cerebrosid (LD50: 150 µg/ml
Lipid) bestimmbar. Über 500 µg/ml Lipid sind bei Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin,
Ceramiden und Cholesterol erforderlich, um die Hämolyse von A-III zu beeinflussen. Auch wenn
die Hämolyseexperimente mit Lipiddispersionen Vorversuche darstellen, sind gewisse Aussagen
über die Lipid-Peptid Interaktionen möglich. Sphingomyelin könnte neben Gangliosiden ein
Lipidrezeptor für das Zytolysin A-III darstellen.
In Leakageversuchen ist der mögliche Austausch von Sphingomyelin durch Ganglioside als
Rezeptor auch für Zytolysine des Stammes der Cölenteraten beschrieben worden (Macek et al.,
1994, Kem, 1994). Für Eiseniapore fanden wir hierfür keine Hinweise. Sphingolipide ließen sich
durch Ganglioside bei der Lyse von Liposomen als Rezeptor nicht ersetzen.
Bei allen getesteten unilamellaren Vesikeln war für die großen unilamellar Vesikel (LUV)
ein geringerer Leakage als für die kleinen unilamellaren Vesikel (SUV) bestimmbar.
Bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt sind Leakageexperimente mit vergleichenden Versuchen
von SUV und LUV nur noch mit den lytischen Toxinen aus Cölenteraten durchgeführt worden.
Hier wurde bei LUV mit vergleichbaren Konzentration ein größerer Markerausfluß als bei SUV
                                            
32 Hierfür könnte auch eine mögliche labilere Membranintegrität der 'resealed ghost' verantwort-
lich sein.
beobachtet (Macek et al., 1994).
Die Ergebnisse der Charakterisierung von Eiseniapore als Thiol-aktivierbares Zytolysin und
der Nachweis der Lipide, die notwendig sind, um einen Leakage zu induzieren, gestatten bereits
eine erste Einordnung in das System der lytischen Proteine und Toxine. Bernheimer (1996)
beschreibt 17 Toxine von unterschiedlicher Cölenteraten33, deren lytische Aktivität sämtlich
durch Sphingomyelin inhibierbar ist. Überraschender Weise gibt es jedoch ein Toxin von
Metridium senile, das nicht durch Sphingomyelin beeinflußt wird, es wird jedoch im Gegensatz
zu allen anderen untersuchten Toxinen durch Thiolgruppen aktiviert. Bernheimer (1996) verweist
auf ähnliche Ergebnisse bei den Zytolysinen von Bakterien oder den membranzerstörenden
Toxinen der Arachnida (Spinnen) und schlägt wegen der Universalität dieses Phänomens über
sehr große taxonomische Gruppen hinweg (Bacteria, Cölenterata und Arthropoda) eine Groban-
sprache der Toxine in die Familie der Thiol-aktivierbaren und die der Sphingomyelin-inhierbaren
vor. Für bereits weitergehend untersuchte Toxine konnte gezeigt werden, daß Thiol-aktivierbare
lytische Proteine immer von Cholesterol in ihrer lytischen Aktivität inhibiert werden können
(Haque et al., 1992). Eiseniapore ist das erste beschriebene membranaktive Protein/Toxin, das
sowohl durch Thiol-Gruppen aktivierbar und zugleich durch Sphingomyelin inhibierbar ist.
Untersuchungen für Porenformer - Perforin, Komplementfaktoren oder antimikrobielle Peptide -
in Säugern oder auch in Wirbeltieren fehlen, da man sie per Definition nicht als Toxine begreift
und sie so von direkten vergleichenden Untersuchungen ausschließt. Die Kopfgruppe des
Sphingomyelins wird jedoch als Rezeptor für Perforin diskutiert (Antia et al., 1992).
5.5. Existiert neben dem Lipid-Rezeptor zusätzlich ein Protein- oder Kohlenhydrat-Rezeptor für
Eiseniapore?
Für bakterielle Toxine, die enzymatisch lytisch wirken, sind Rezeptoren auf der Targetmem-
bran beschrieben worden:
- Diphtheria-Toxin, Rezeptor: 14,5 kDa Bindungsprotein im Komplex mit einem 27 kDa Protein
(Williams et al., 1990; Papini et al., 1991),
- Cholera-Toxin, Rezeptor: GM1 (Moss und Vaughan, 1988),
- Verotoxin, Rezeptor: Globotetraosylceramid (Jacewicz et al., 1991) und
- Botulinum-Neurotoxin, Rezeptor: Sialosylgruppen (Schantz und Johnson, 1992). Jedoch liegen
für die porenformenden Bakterientoxine erst wenige Ergebnisse vor (referiert bei Li, 1994).
Dieser Mangel an Informationen ist jedoch nicht auf bakterielle Porenformer beschränkt. Für
                                            
33 Hierbei handelt es sich überwiegend um Vertreter der Actinia (Seeanemonen).
porenbildende Proteine aller taxonomischen Gruppen gibt es insgesamt erst wenig Kenntnisse
über ihre Rezeptoren. So wurden kürzlich zwei lytische Proteine aus Eisen a fetida andrei
("Fetidine") isoliert. Für die Analyse eines möglichen Rezeptors wurden von den Autoren
künftige Versuche mit Vesikeln unterschiedlicher Zusammensetzung vorgeschlagen (Milochau et
al., 1997). Die von uns durchgeführten Versuche gestatten einen Ausblick auf einen möglichen
Rezeptor mit einer Lipidstruktur: den Sphingolipiden. Um die Frage abzuklären, ob neben den
Sphingolipiden auch eine Kohlenhydratstruktur oder ein Protein als Rezeptor existiert, nutzten
wir Erythrozytenmembranen. In 'resealed ghost' (geschlossene Ghosts) wurde dazu ANTS/DPX
eingeschlossen. Der Durchmesser dieser 'resealed ghosts' wurde durch Herstellung sogenannter
Erythrosomen mittels Extrusion denen der LUV (Durchmesser 100 nm) angeglichen. Somit war
ein direkter Vergleich zwischen der puren Lipidmembran der LUV, die die Lipidkomposition der
äußere Erythrozytenmembran widerspiegelten, und der biologischen Membran der 'resealed
ghost', die neben den Lipiden auch Proteine enthält, möglich. Bisher ist ein solcher Vergleich
noch nicht durchgeführt worden, da man annahm, daß dieses neue Derivat aus Ghosts (Nanoe-
rythrosomen) weitestgehend inert gegenüber membranaktiven Substanzen sei (Lejeune et al.,
1997). In den durchgeführten Versuchsreihen konnte kein Unterschied im Ausmaß des Leakage
bei LUV, die den äußeren Lipidlayer der Plasmamembran bei Erythrozyten nachbildeten, und
Nanoerythrosomem gemessen werden. Wir gehen deshalb davon aus, daß ein spezieller Proteore-
zeptor oder eine Kohlenhydratstruktur, als Rezeptor fungiertend, nicht existiert. Es kann somit
ausgeschlossen werden, daß neben Sphingolipiden als Rezeptor für Eiseniapore weitere Rezepto-
ren für die Wechselwirkung mit reinen Lipid- oder mit biologischen Membranen wie der
Erythrozyten - der experimentiell am häufigsten genuzten Zielzelle für die Analyse lytischer
Proteine - nötig sind. Die hier erstmals verwandte Methode des Leakagesvergleichs von Vesikeln
gleichen Durchmessers mit biologischen proteinhaltigen und reinen Lipidmembranen, bietet auch
einen Ansatz für die Beantwortung ähnlicher Fragestellungen bei anderen lytischen Protei-
nen/Peptiden. So konnte beispielsweise an Hand der Leakage- und Hämolyseversuche nicht
abgeklärt werden, ob das a-Hämolysin der pathogenen E. coli Stämme über einen Rezeptor mit
der Targetmembran, die auch hier die Membran von Erythrozyten ist, wechselwirkt (Ostolaza et
al., 1993, 1997).
Diese Ergebnisse lassen weitreichende Schlüsse für die Invertebraten-Immunologie zu. Den
Hämolysinen in Invertebraten, zu denen auch Eiseniapore zu rechnen ist, wurde bislang eine
Funktion in der Abwehr von pathogenen Bakterien zugeordnet. Denn eine biologische Aktivität
in Invertebraten gegen Erythrozyten von Vertebraten wäre ohne immunologischen Sinn, auch
wenn ein solcher diskutiert worden ist (Roch et al., 1987). Das gereinigte Hämolysin Eiseniapore
benötigt jedoch für die Interaktion mit Targetmembranen Lipid-Rezeptoren (Sphingolipide), die
auf der Membran von Bakterien nicht vorkommen34. Hieraus ergeben sich mehrere interessante
                                            
34 Für Perforin wird ebenfalls eine antibakterielle Wirkung diskutiert (Liu et al., 1995). Die bisher
beschriebenen Rezeptoren Phosphatidylcholin und Sphingomyelin kommen jedoch in der bakteriellen
Membran nicht vor.
Schlußfolgerungen. Es wäre möglich, daß Eiseniapore eher den Schutz gegen Protozoen und
metazoische Parasiten realisiert. Bakterien wären damit ein interessantes Objekt für das Studium
weiterer möglicher Immunmechanismen, sowie zusätzlicher Eiseniapore-Rezeptoren (siehe auch
Kapitel Kohlenhydratsbindungs-Eigenschaften von Eiseniapore). Außerdem ist es möglich, daß
für den Schutz vor Bakterien ein spezieller -nicht mit Eiseniapore in Zusammenhang zu bringen-
der- Mechanismus (z.B. antibakterielle Peptide auf der Hautoberfläche) existiert.
Die hier vorlegten Ergebnisse erweitern und stützen die Resultate über die Bedeutung der
Wechselwirkung von Sphingolipiden und Hämolysinen anderer Invertebraten. Es handelt sich
hierbei um die phylogenetisch sehr weit auseinanderstehenden Gruppen der Cölenterata,
Echinodermata und Tunicata (Canicatti et al., 1987, Macek et al., 1994, Parrinello et al., 1995,
Meinardi et al., 1995). Die Cölenterata gehören zu den frühen Gewebetieren, denen alle Proto-
stomia folgen, die ihren Abschluß in den Arthropoden mit den Insekten finden. Der Entwick-
lungszweig, den die Echinodermata und Tunicata markieren, führt als Zweig Deuterostomia zu
den Vertebraten mit den Säugern. Mit unseren Ergebnissen über Anneliden wird erstmals die
Sphingolipid-Wechselwirkung eines lytisches Proteins von einem Organismus, der bereits über
drei Keimblätter verfügt - und somit ein erster Vertreter der Protostomier, der das Organisations-
niveau von sogenannten echten "Organtieren" erreicht -  beschrieben.
Die Parasiten dieser Invertebraten (Cölenterata, Echinodermata) und speziell der Annelida35
besitzen als typischen Bestandteil ihrer Lipidkomposition Sphingolipide: Ciliaten, Gregarinen
(meist aus der Familie Monocystidae), Cestoden und Nematoden (Kaneshiro, 1987; Maloney und
Semprevivo, 1991; Nishimura et al., 1991; Satouchi et al., 1993; Chitwood et al., 1995; Lucius
und Loos-Frank, 1997). Die Membran dieser Parasiten ist somit durch Eiseniapore angreifbar;
unterstützt wird diese Überlegung durch die Beobachtung, daß sie in der Cölomflüssigkeit von
Eisenia fetida fetida nicht überleben können. Wenn diese Parasiten aus dem Gewebe in den
Cölomraum eindringen, greift ein noch nicht verstandener Abwehrmechanismus, der die
Parasiten abtötet (Valembois et al., 1992; Kauschke, persönliche Mitteilung).
5.6. Strukturelle Eigenschaften von Eiseniapore
Mittels Elektronenmikroskopie konnten in Sphingomyelin-haltigen Targetmembranen regelmä-
ßige Porenstrukturen Eiseniapores mit einem Innen- und Außendurchmesser von 2-3 nm und 10
nm sichtbar gemacht werden. Das an die Membran gebundene Eiseniapore formt eine aus sechs
Monomeren bestehende oligomere Porenstruktur, die sehr stabil ist. Sie wird erst nach 30
Minuten kochen in der Gegenwart von reduzierenden Reagenzien zerstört. Die Stabilität der Pore
                                            
35Insgesamt ist die Literatur zu Parasiten von Eisenia fetida ssp. wenig umfangreich. Einige jüngere
Publikationen (Edwards und Lofty, 1972; Peters und Walldorf, 1986) stehen für die Parasiten von
Lumbricus terrestris (Gemeiner Regenwurm) zur Verfügung, als aktuelleste Publikation ist Lucius und
Loos-Frank (1997) zu nennen.
in Gegenwart von Detergenzien und der - in ‘osmotischen Schutzexperimenten’ bestimmte -
definierte Poreninnendurchmesser lassen die Vermutung zu, daß Eiseniapore sich als ein
sogenannter ”protein-walled channel” (Bhakdi und Tranum-Jensen, 1991b, siehe Einleitung,
Abb.1, Modell B) in die Membran integriert.
Der von Eiseniapore induzierte Leakage von reinen Lipidmembranen und biologischen
Membranen läßt sich über eine Reaktion zweiter Ordnung beschreiben, da die Halbwertzeit des
Anstieges, aufgetragen gegen den reziproken Wert der Proteinkonzentration, in erster Näherung
eine Gerade ergibt. Somit agiert das Protein an einen bestimmten Punkt des Leakageprozesses als
Dimer. 
Bei humanen antimikrobiellen Defensinen (Hristova et al., 1996), zytolytischen Toxinen der
Bakterien (van der Goot et al., 1993), Enzymen (Robertson und Mathews, 1996) insbesondere
den HIV-1 Proteasen (Grant et al., 1992) wird der Wechsel von der löslichen, hydrophilen zur
membranassoziierten, lipophilen Konformation über eine Dimerisierung des Peptids/Proteins
ermöglicht.
Es wird gegenwärtig diskutiert, ob die Struktur eines Dimers eine notwendige Voraussetzung
für die Formation einer Pore ist (Hristova et al., 1996)36. Es wäre sogar möglich, die individuelle
Herausbildung einer Pore (und die Bedeutung des Dimers) in der Phylogenese dieser Struktur
wiederzufinden und zu diskutieren. Die wenigen zur Verfügung stehenden Daten gestatten nur
ein einfaches Bild für die Verbindung von Aggregaten oder Poren aus Proteinmonomeren in der
Evolution: (i) eine Genfusion (Gilbert, 1978) führt zu einer Verbindung von zwei Proteinen
unterschiedlicher Funktion über eine Polypeptidkette, das so entstandenen primitive, geschlosse-
ne Monomer erhält eine (ii) c-Schnittstelle (c - closed) zwischen den Untereinheiten und wird so
zu einem primitiven, aktiven und geschlossenen Monomer, ähnlich wie es sich in heutigen,
rezenten Multidomänen-Proteinen darstellt. Das aktive Monomer könnte sich im Gleichgewicht
mit einem (iii) Dimer befinden, welches durch Domänentausch (Piccoli und D'Alessio, 1984;
Bennett et al., 1995) entsteht. Hierbei wird die Domäne als globuläres Areal - oder ein Element
einer sekundären Struktur - definiert. Ein Domänentausch in einem Dimer beschreibt die
Verflechtung der Domäne einer Proteinkette mit dem identische Umfeld einer gleichen Domäne
eines anderen Monomers. Die (iv) rezenten, stabilen Dimere weisen für die Öffnung und Bildung
von Oligomeren zusätzlich eine sogenannte o-Schnittstelle (o - open) auf (Bennett et al., 1994)
(siehe auch Kapitel 5.8. "Warum so kompliziert?").
Die Sekundärstruktur Eiseniapores besteht überwiegend aus b-Strukturen, vor allem aus b-
sheets. Über porenbildende Proteine mit einem hohen Anteil an b-sheet ist bisher sehr wenig
bekannt (van der Goot et al., 1994), auch wenn ein hoher Anteil an b-sheet nicht ungewöhnlich
für Proteine zu sein scheint, die in einer oligomeren Form mit Membranen interagieren, zum
                                            
36 Es kann somit spekuliert werden, ob die Porenkomplexe von Eiseniapore (EP) über ein Dimer:
6 EP   3 EP2    EP6 gebildet werden.
Beispiel: Poly-C9 des Komplementsystems (Podack und Tschopp, 1982), das Staphylococcus
a-Toxin (Bhakdi und Tranum-Jensen, 1991a; ausführlich referiert: Lesieur et al., 1997),
Aerolysin, dem zytolytischen Exotoxin von Aeromonas hydrophila (van der Goot et al., 1994)
und das q-Toxin von Clostridium perfringens (Perfringolysin O) (Nakamura et al., 1995). Durch
Messung des CD-Spektrums wurde kein Hinweis für eine Neuordnung der Sekundärstruktur
Eiseniapores, wenn eine Bindung an Sphingomyelin-haltige Membranen erfolgt, gefunden. Es
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß eine mögliche Änderung bestimmter Proteinab-
schnitte durch Veränderung anderer Bereiche kompensiert wird und somit im Gesamtspektrum
nicht sichtbar wird. Im Gegensatz dazu fanden wir jedoch deutliche Veränderungen der Tryto-
phanfluoreszenz, die mit einer Neuorientierung der Tertiär- oder Quartiärstruktur bei Anwesen-
heit von Sphingomyelin-haltigen Membranen erklärt werden kann. Bisher wurde die Verände-
rung der Tertiärstruktur ohne Modifizierung der Sekundärstruktur - sie soll die energetisch
günstigste sein (van der Goot et al., 1994) - nur bei der Membraninsertion von Colicin A (Lakey
et al., 1991, van der Goot et al., 1991) und Aerolysin (van der Goot et al., 1992), zwei bakteriel-
len porenformenden Proteinen, beobachtet.
5.7. Wie schützt sich Eisenia fetida fetida vor der lytischen Aktivität Eiseniapores?
Zeitgleich wurde von zwei Arbeitsgruppen auf die mögliche Rezeptorwirkung verbunden mit
einer Funktion in der Selbst/Fremderkennung von Sphingomyelin bei den potenten Hämolysinen
von Cölenteraten beziehungsweise von Anneliden hingewiesen (Meinardi et al., 1995; Lange et
al., 1995). Obwohl die Lipidanalyse verschiedener Gewebemembranen der Anneliden noch nicht
abgeschlossen ist, scheint es, daß Sphingolipide in Membranen von Anneliden nur gering oder
nicht vertreten sind (Karnosky, 1969; Albro et al., 1992; Hori and Sugita, 1993). Das Nervensy-
stem der Anneliden, welches den Cölomraum mit dem dort gebildeten lytisch aktivem Eiseniapo-
re passiert, ist im Gegensatz zu anderen Wirbellosen, bei denen Sphingomyelin eine Hauptkom-
ponente des Nervensystems bildet, völlig frei von Sphingomyelin (Okamura, 1985a). Ein anderer
Rezeptor Eiseniapores,  Galactosylceramid, ist im Nervengewebe von Anneliden durch andere
Ceramide ersetzt worden (Okamura, 1985b). Bei jüngeren Nachweisen von Galactosylceramiden
in Anneliden, wie dem mit Eisenia fetida fetida oder Lumbricus terrestris eng verwandten
Pheretima asiatica (Tanaka et al. 1996), stammen die Tiere aus kommerziellen Unternehmen und
es können keine Aussagen über Hälterung und Nahrungszusammensetzung gemacht werden. So
fehlt genau den Arbeiten, in denen der Nachweis von Gangliosiden oder Ceramiden gelang, ein
Hinweis auf eine vorgeschaltete Diät der Tiere. Es wurden immer Tiere mit ihrem Darminhalt,
einschließlich der bakteriellen, pflanzlichen und tierischen Rückstände, homogenisiert, was keine
eindeutige Analyse gestattet.
Die lytische Aktivität von Eiseniapore wird - wie bei Perforin - durch Lysolipide herabge-
setzt. In Lipidkomposition von Anneliden konnten ungefähr 5,5% Lysolipide (bezogen auf die
Gesamtlipidmenge) nachgewiesen werden (Albro et al., 1992). Damit sind sie in Anneliden die
dritthäufigste Phospholipidfraktion. Der inhibierende Effekt von Lysolipiden auf die Perforin-
vermittelte Hämolyse wird im Zusammenhang mit dem Selbstschutz der Perforin-sezernierenden
Zellen diskutiert.
Die biochemisch aufwendige Modifizierung bestimmter körpereigener Li id , die sich dann
von den Lipiden des Target unterscheidet, scheint für die selbst/fremd-Erkennung in der Evoluti-
on nur wenig verfolgt zu sein. Eine Ausnahme bilden die Vertreter des Stammes Cölenterata, sie
produzieren Zytolysine, die als Lipidrezeptor das bei ihren potentiellen Gegnern vorhandene
Sphingomyelin nutzen (Macek et al., 1994). Sie selbst schützen sich nicht durch Abwesenheit
dieses Lipids, sondern mittels Substituierung durch ein Phosphonoanaloga. Da Phosphonosphin-
golipide mit dem Toxin nicht interagieren, ermöglichen sie so eine Selbst/Fremdselektivität
(Meinardi et al. 1995) und so den Schutz vor den eigenen Toxinen.
Insgesamt scheint es schwierig, vergleichende biochemische Überlegungen der zytolytischen
Proteine mit einem phylogenetischen Entwicklungssystem der Lipide abgleichen zu wollen. In
jedem Tierstamm sind einzelne Lipide so stark modifiziert worden, daß man von eigenständigen
chemischen Strukturen sprechen kann, die kaum einen entwicklungsgeschichtlichen Zusammen-
hang erkennen lassen. Viele Lipide lassen sich außerdem auch nicht durchgängig in der Ent-
wicklungsgeschichte nachweisen. Dies belegt beispielsweise die "eigentümliche Verbreitung"
(Urich, 1990) der Ganglioside, sie kommen nur in Echinodermaten und dann Millionen Jahre
später wieder in den Wirbeltieren vor. Dies macht es unmöglich, einen Stammbaum der Ganglio-
side zu skizzieren. Nachweise von Gangliosiden in Lumbricus terrestris sind vermutlich mit der
Nahrungszusammensetzung der gehälterten Tiere erklärbar; Hinweise für eine in vivo Produktion
als endogene Lipide fehlen bei den Anneliden wie auch bei allen anderen Protostomiern (Albro et
al., 1992; Albro et al., 1993).
5.8. "Warum so kompliziert?"
Mit dieser Frage schloßen Parker et al. (1996) ihre umfassende Analyse über das Aerolysin -
einem bakteriellen kanalformenden Protein. Die Autoren bezogen sich insbesondere auf die
Größe und die verschiedenen Domänen des Proteins. Diese Frage scheint deshalb berechtigt, da
Peptide, wie das aus nur 7 Aminosäuren bestehende extrem kleine Subtilysin von Bacillus
subtilis, hinreichende zytolytische Wirkung besitzen, obwohl sie nicht einmal die notwendige
Anzahl von 21 Aminosäuren besitzen, die mindestens erforderlich sind, um die Membran zu
durchspannen (Hemminga, et al. 1992). Warum entstanden bereits mit den ersten, komplexen
Gewebetiere (Eumetazoa) -ein rezenter Vertreter ist z.B. die Cnidarie Physalia physalia ("Portu-
giesische Galeere")- riesige Zytolysine (240 000 Dalton bei Physalia), wenn auch sehr kleine
Peptide als sogenannte 'low cost products' ausreichend lytisch wirken konnten (Bernheimer,
1996)?
Eine befriedigende Antwort ist vermutlich erst möglich, wenn die vergleichende Sichtweise
durch eine phylogenetische erweitert wird. Die Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, daß
poren- oder kanalbildende Mechanismen der Membranpermeabilisierung die in der Natur
favorisierten sind und in vielen pathogenen Vorgängen eine herausragende Rolle spielen. Das
Problem der Regulation des Prozesses der Kanalbildung und der Schutz vor Autolyse durch
Inhibitoren rückt deshalb gegenwärtig in das Zentrum des Interesses (Canicatti, 1990; Franceschi
et al., 1991; Milochau et al., 1997; Leippe, 1997). Die von Parker et al. (1996) zitierte Frage ließe
sich unter anderem in dem Sinne beantworten, daß in der Evolution der Schritt vom einfachen,
membranaktiven Peptid zum komplexen, membranaktiven Protein gegangen werden mußte, um
in höher spezialisierten Organismen Effekte der Aktivierung, Regulation und Inhibierung der
porenbildenden und lytischen Aktivität zu ermöglichen. Diese Überlegung wird durch folgende
Beobachtung gestützt: Wie bei der Reinigung von Eiseniapore ist in der Literatur auch für
einzelne andere lytische Proteine beschrieben worden, daß ihre Aktivität nach der Reinigung
erhöht ist.
Bei dem a-Hämolysin von Escherichia coli (Nistiar et al., 1991) wurde eine Steigerung der
Aktivität beobachtet. Eine Steigerung um das 31.6-fache über drei Reinigungsschritte wurde für
das 40-kDa Hämolysin von Strongylcentrotus nudus beschrieben (Osada et al., 1993). Es wird
eine Konformationsänderung des lytischen Proteins, vor allem aber die Abtrennung eines
regulierenden Mechanismus’ oder eines Inhibitors durch die Reinigungsprozedur diskutiert. Für
lytische Peptide sind im Gegensatz zu den lytischen Proteinen keine durch die Reinigung
bedingten Aktivitätssteigerun n beschrieben worden.
Diesen Resultaten folgend, erscheint die Anwesenheit eines Regulators bei Anneliden
wahrscheinlich. Milochau et al. (1997) charakterisierten die hämolytische Aktivität der gesamten
Cölomflüssigkeit im Vergleich mit den isolierten hämolytischen Proteinen (Fetidine) von Eisenia
fetida andrei. Die Autoren diskutieren die so gewonnenen Ergebnisse37 mit der Anwesenheit von
anderen, nicht näher charakterisierten Molekülen in der vollständigen Cölomflüssigkeit, welche
die Bindung der lytischen Proteine an die Membran verhindern.
Der von uns erstmals für Invertebraten nachgewiesenen Inhibitor der lytischen Aktivität, der
67 kDa große Eiseniapore-regulierende Faktor (Ehlers und Lange, 1992; Lange 1995; Mohrig et
al., 1997), könnte für die Deutung des Verlaufes der von Milochau et al. (1997) gemessenen
Dosis-Wirkungs-Kurve der Hämolyse und die Aktivitätssteigerung nach erfolgter Reinigung
herangezogen werden. Dieser zum Teil stimulierbare Regulator wurde bei verschiedenen
europäischen Anneliden nachgewiesen (Mohrig et al., 1997).
Proteine, die nach den bisherigen Informationen durch Regulatoren supprimiert werden,
nehmen einen Molekulargewichtsbereich von 30 bis 70 Kilodalton ein. Die Entwicklung von
'gigantischen Zytolysinen', ihr Molekulargewicht liegt zwischen ungefähr 200 bis 400 Kilodalton,
könnte ein Versuch gewesen sein, Einheiten zu schaffen, die nicht durch äußere Strukturen
reguliert werden, sondern selbstregulierend sind (siehe auch: Parker et al., 1996). Ähnlich wie bei
den kleinen lytischen Peptiden finden sich für diese sehr großen Zytolysine keine Hinweise auf
regulierende Proteine.
5.9. Die Aktivität Eiseniapores wird durch Kohlenhydrate beeinflußt
Sinkora et al. (1993) identifizierten ein 38 kDa Protein mit opsonierenden Eigenschaften in
der Cölomflüssigkeit von Eisenia fetida ssp. Wright führte den Begriff Opsonine 1903 für
Serumbestandteile ein, die eine Bindung von Bakterien und partikuläre Antigene an Phagozyten
vermitteln und so den sich anschließenden Prozeß der Phagozytose fördern. Gegenwärtig gelten
alle Faktoren, die phagozytosefördernd oder für die Komplement-abhängige Lyse von invasiven
Mikroorganismen nötig sind, als Opsonine. Es gibt Hinweise für eine Koppelung der hämolyti-
schen und der opsonierenden Aktivität in Anneliden. Synthetische 2-Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA)-Copolymerpartikel, die in der Cölomflüssigkeit opsoniert werden und so zu einer
Erhöhung ihrer Phagozytose durch freie Cölomozyten führen, verringern die hämolytische
Aktivität der Cölomflüssigkeit (Sinkora et al., 1993). Da für lytische Komponenten in Lumbrici-
                                            
37  Der Wert der induzierten Hämolyse steigt mit der Konzentration der zugegebenen lytischen
Proteine. Die Dosis-Wirkungs-Kurve zeigt bei den isolierten Proteinen einen sigmoidalen
Graphen der Hämolyseaktivität, im Gegensatz dazu ist die Dosis-Wirkungs-Kurve der vollstän-
digen Cölomflüssigkeit biphasisch mit einem kleinen Startplateau (Milochau et al., 1997).
den, wie Eisenia fetida fetida, ein Lektincharakter diskutiert werden kann, der in der agglutinie-
renden Aktivität und Zuckerspezifität einzelner Cölomflüssigkeitsfraktionen deutlich wird
(Mohrig et al., 1996), ist eine Verbindung von Eiseniapore (38 kDa) und der opsonierenden
Aktivität (38 kDa) möglich. Der Wirkmechanismus einer von uns diskutierten Wirkung von
Eiseniapore auf pathogene, mehrzellige Parasiten der Anneliden wäre durch eine opsonierende
Aktivität, die für Lektine diskutiert wird, herleitbar.
Die inhibierende Wirkung von a1-saurem Glykoprotein, Mucin, Glykophorin, Fetuin, der
Blutgruppensubstanz A und Thyroglobin auf die lytische Aktivität von Eiseniapore stimmt mit
der inhibierenden Wirkung dieser Kohlenhydratstrukturen auf das lytische Vermögen von
Komponenten aus der Cölomflüssigkeit überein (Mohrig et al., 1996). Die inhibierende Wirkung
der erwähnten Kohlenhydratstrukturen läßt es wahrscheinlich erscheinen, daß Eiseniapore die
Fähigkeit besitzt, mit einer Neu5Ac a (2 3)/a (2 6)-Gal Sequenz als einem möglichen Rezeptor
auf den Membranen von entarteten Zellen oder pathogenen Bakterien wechselzuwirken (Mercy
und Ravindranath, 1993; Tsuboi et al., 1993a,b; Ray und Chatterjee, 1995). Weitere Versuche
sind allerdings nötig, um die Wechselwirkung zwischen Eiseniapore und Kohlenhydratstrukturen
detailliert zu analysieren.
Da hämolytisch aktive Lektine erst seit wenigen Jahren untersucht werden - die lytisch und
agglutinierend wirksamen Lektine aus der Cölomflüssigkeit von Anneliden waren die ersten, für
die solche Aktivitäten überhaupt nachgewiesen werden konnten (Eue et al., 1991) - befindet sich
die Analyse der Wechselwirkung dieser speziellen Lektine mit Kohlenhydratstrukturen erst am
Anfang. Neben Eiseniapore wurde erst ein weiteres oligomerisierendes hämolytisches Lektin
beschrieben: CEL-III aus Cucumaria echinata (Hatakeyama et al., 1996). Auch dieses Lektin
wirkt über eine Hexamerbildung vermutlich in Form eines Membrankanals lytisch38.
Das zur Oligomerisierung befähigte Eiseniapore benötigt mindestens zwei Bindungsstellen:
- eine für die Interaktion mit der Targetmembran und
- eine weitere für die Vermittlung der Monomere zum Hexamer untereinander.
Eue (1991) konnte an der lytischen Aktivität der Cölomflüssigkeit nachweisen, das verschiedene
Inhibitoren der lytischen Komponenten an jeweils unterschiedlichen Bindungsstellen (lytisches
Molekül Membran, lytisches Molekül lytisches Molekül) wechselwirken. Fetuin verhindert
beispielsweise die Bindung von lytischen Komponenten aus der Cölomflüssigkeit von Eisenia
fetida fetida an der Erythrozytenmembran. Hingegen bleibt in Gegenwart von Lumbricus
terrrestris Cölomflüssigkeit, die die lytische Aktivität der Cölomflüssigkeit von E senia fetida
fetida unterdrückt (Henniger, 1990), die Bindungsfähigkeit der lytischen Moleküle von Eisenia
fetida fetida trotz inhibierter lytischer Aktivität erhalten (Eue, 1991). Eue erklärt dies damit, daß
Fetuin die Bindungsstelle zum Rezeptor blockiert, während Komponenten aus der Lumbricus
terrrestris Cölomflüssigkeit direkt auf das lytische Zentrum der Moleküle aus der Cölomflüssig-
                                            
38  Es wird derzeit diskutiert, inwieweit die Hämolysine von Limulus polyphemus weitere
Kandidaten für porenbildende Lektine sind (Armstrong et al., 1996).
keit von Eisenia fetida fetida wirken, ohne daß die Rezeptionsfähigkeit beeinflußt wird. Durch
die direkte Bindung an die lytischen Moleküle soll die für den Lysevorgang notwendige Bildung
eines hochmolekularen Komplexes verhindert werden (Eue, 1991).
Die inhibierende Wirkung von Kohlenhydratstrukturen ist aber auch mit einer katalytischen
Wirkung auf die lytischen Proteine erklärbar. Die Interaktionen der Bindungsstellen, die eine
Oligomerisierung der Eiseniapore-Monomere (Eiseniapore Eiseniapore) ermöglichen, kann
durch die Anwesenheit von bestimmten Kohlenhydraten gefördert werden. Das hämolytische
Lektin CEL-III oligomerisiert beispielsweise in Anwesenheit von Kohlenhydraten auch in
Abwesenheit der Targetmembranen (Hatakeyama et al., 1996). Für die transmembranalen Poren
des Komplements wurde eine katalytische Wirkung von Zn2+ auf die Oligomerisierung der
lytischen Komplementmo omere beschrieben (Tschopp und Nabholz, 1990).
Für die lytischen und agglutinierenden Komponenten der Cölomflüssigkeit wurde N-Acetyl-
Neuraminsäure als Rezeptor in der Targetmembran diskutiert (Mohrig et al., 1996); für Eisenia-
pore konnten wir jedoch die Wirkung von N-Acetyl-Neuraminsäure als ein Rezeptor nicht
bestätigten. Komplexe Kohlenhydratstrukturen könnten die Bindung von Eiseniapore mit den
Lipid-Rezeptoren (Sphingolipide) beeinflussen, ohne selbst ein Rezeptor zu sein. Dies wird durch
folgende experimentelle Daten unterstützt: (i) der Einbau von Gangliosiden in Liposomen führt
zu keinem erhöhten Leakage und (ii) Neuramindase-behandelte Erythrozyten werden mit dem
gleichen Titer lysiert wie unbehandelte Erythrozyten.
5.10. Eiseniapore - das erste nachgewiesene Ca2+-unabhängige lytische Lektin  
Die von uns durchgeführten Zuckerinhibi ungsversuche können als zusätzlicher Beleg für
die Argumentation von Eue (1991) und Mohrig et al. (1996) über den Lektincharakter der
agglutinierenden und lytischen Komponenten in Lumbriciden (Anneliden) bewertet werden.
Insbesondere die vor kurzem erstmals nachgewiesene Kreuzreaktivität von lytischen und
agglutinierenden Proteinen scheint ein deutliches Indiz hierfür zu sein, da eine agglutinierende
Aktivität oft als charakteristisch für Lektine angesehen wird (Mohrig et al., 1996). Lektine der
Vertebraten können in C- und S-Typen unterteilt werden (Drickhammer und Tayler, 1993)39. Den
im Serum, der extrazellulären Matrix und in Membranen nachgewiesenen C-Typ Lektinen ist die
Ca2+-Abhängigkeit ihrer Kohlehydrat-Interaktion gemeinsam. Die gewöhnlich intrazellulär
vorkommenden Galaktose-spezifischen S-Typ Lektine binden Ca2+-abhä gig an b-Galaktoside.
Viele dieser können in ihrer Aktivität durch die Gegenwart von Thiol-Gruppen stabilisiert
werden.
Einige wenige Lektine, wie die Pentraxine, das C-reaktive P otein oder die Mannose-
spezifischen Lektine lassen sich in die obige dichotome Ordnung schwer einfügen. Wollte man
für Eiseniapore keine eigene Ordnung - mit Eiseniapore als einzigem Vertreter - festlegen, könnte
es wohl am ehesten als Lektin des S-Typs aufgefaßt werden. Inbesondere die Unabhängigkeit der
lytischen Aktivität von Ca2+, die es von den Pentraxinen, den C-Typ Lektinen, aber auch von den
bisher nachgewiesen anderen hämolytischen Lektinen der Invertebraten (Hatakeyama et al.,
1996, Armstrong et al., 1996) unterscheidet, lassen eine Zuordnung in diese Gruppe möglich
erscheinen; auch wenn Wechselwirkungen mit niedermolekularen Kohlenhydraten nicht
beobachtet werden konnten. Vor allem die bei S-Typ Lektinen speziell vorkommende Thiolab-
hängigkeit für die maximale Aktivität rechtfertigt diese Zuordnung. Die nicht nachzuweisende
Supprimierung der lytischen Aktivität von Eiseniapore durch Neuraminsäure zum einen und die
Inhibierung durch Fetuin zum anderen lassen insgesamt, wie auch die Versuche mit nicht-
lytischen Lektinen von Tachypleus tridentatus und Scylla serrata zeigen, die Vermutung zu,  daß
freie Sialinsäuren oder Sialinsäure-haltige Oligosaccharide bei vielen Invertebraten-Lektinen
keine Bindungsinteraktionen ermöglichen. Dazu bedarf es der komplexeren Strukturen der
Sialoglykoproteine (Tsuboi et al., 1993).
Eiseniapore besitzt somit mindestens zwei nachgewiesene Aktivitäten, eine, die im Zusam-
menhang mit der (i) humoralen Abwehr (Zytolyse) und eine andere, die mit der (ii) zellulären
Abwehr (Agglutination) diskutiert werden kann40. Eiseniapore wäre somit der erste, nachgewie-
                                            
39  Um eine möglichst widerspruchsfreie Einordnung der einzelnen Lektine in das System zu
ermöglichen, werden immer weitere Gruppen eingeführt (Vasta, 1997); die Einteilung der
Lektine in hauptsächlich zwei Gruppen folgt einer traditionellen Klassifikation.
40     Die Agglutionation ist nicht per se ein Teil der zellulären Abwehr; Sinkora et al. (1993)
diskutiert sie über ihre Funktion. Agglutinine bereiten Partikel und zelluläre Bestandteile für
sene Kandidat für die Hypothese (Sinkora et al., 1993) von der Kooperation humoraler und
zellulärer Abwehr in Invertebra en.
5.11. Die hämolytische Aktivität von Eiseniapore wird durch einen Regulator inhibiert
Über regulierende und inhibierende Strukturen in der Gruppe der Invertebraten liegen bisher
erst wenige Daten vor, ein eigentlicher Regulator konnte bis vor Beginn dieser Untersuchung
nicht charakterisiert oder isoliert werden. Ähnlich wie bei dem Komplementsystem vermutete
man eine Regulierung über biologische Halbwertszeiten der lytischen Proteine. Frei gelöst besitzt
beispielsweise der naszierende C5b67-Komplex des Komplementsystems eine Halbwertszeit von
0.1 Sekunden, die Komplementkomponente C3b muß sogar innerhalb von 60 Mikrosekunden an
ein Membranmolekül gebunden sein, sonst wird dieses Protein inaktiviert (Alberts et al., 1990).
Für Hämolysine der Invertebraten ist ein ähnlicher Mechanismus diskutiert worden (Porchet-
Hennere et al., 1992). Außerdem ist von Ca2+-abhängigen Hämolysinen ausgehend, eine regulato-
rische Wirkung von Ca2+ vermutet worden (Canicatti, 1990). Wie bei den Vertebraten wäre auch
bei den Invertebraten eine Regulierung der lytischen Substanzen als Inhibierung denkbar, da die
Mehrzahl der lytischen Proteine äußerst reaktiv ist und eine Stimulierung somit nicht nötig ist.
Canicatti (1990) betonte jedoch, daß die wenigen vorliegenden, experimentellen Daten leider
keinerlei Hypothese über die Regulation der Hämolysine oder der Autolysis bei Invertebraten
gestatten.
Die hämolytische Aktivität der Cölomflüssigkeit, lytischer Komponenten oder von gereinig-
ten Proteinen kann mit verschiedenen Methoden bestimmt werden. Diese Methoden können in
Festphasen- und Flüssigphasenassays unterteilt werden. Ein Festphasenassay ist der Hämolyse-
Plaque-Test, bei dem die Erythrozyten in flüssiger Agarose suspendiert und anschließend in
Petrischalen ausgegossen werden. Nach Erstarrung des Erythrozyten/Agarose-Gemisches wird
die zu testende Substanz auf dieses Agarosegemisch gegeben. Anschließend wird der Durchmes-
ser der transparente Höfen lysierter Erythrozyten als Maß der hämolytischen Aktivität bestimmt.
Im Gegensatz dazu ist der Hämolyse-Titrations-Test ein Flüssigphasenassay, sämtliche Kompo-
nenten liegen in einem Puffergemisch gelöst vor. Die in einer ansteigenden Verdünnungsreihe
bestimmte Menge des Hämolysins, die notwendig ist, um noch eine 50%-ige Lyse der Erythro-
zyten zu erreichen, gilt als Hämolyse-Titer.
Wird die hämolytische Aktivität der Cölomflüssigkeit von Lumbricus terrestris und Eisenia
fetida fetida mit einem Festphasenassay (Hämolyse-Plaque-Test) bestimmt, ist eine ähnliche
lytische Aktivität der beiden Cölomfüssigkeiten nachzuweisen. Bei Bestimmung der lytischen
Aktivität mit einen Flüssigphasenassay (Titrations-Test) zeigt sich jedoch eine deutliche
Differenz zwischen den Cölomflüssigkeiten der beiden Arten (Mohrig et al., 1997). Wir haben
vermutet, daß eine inhibierende Struktur in der Cölomflüssigkeit vorhanden ist, die in der
                                                                                                                              
einen Aktivität der zelluären Abwehr auf.
Agarose durch die unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeit der beiden Komponenten -
lytische und inhibierende - voneinander getrennt werden und so zu keiner Unterdrückung der
lytischen Faktoren führen. Im Flüssigphasenassay hingegen wird dieser Inhibitor nicht von den
lytischen Komponenten abgetrennt, so daß unterschiedliche Hämolyse-Titer, je nach Konzentra-
tion des Inhibitors in der betreffenden Annelidenart, der Cölomflüssigkeiten zu beobachten sind.
Der Mangel an experimentellen Daten gestattete nur ein unzureichendes Bild über die
Regulierung dieser Hämolysine; im Gegensatz zu den lytischen Proteinen der Vertebraten wie
Perforin und Komplement, bei denen eine Regulierung und Inhibierung der Autolysis durch
Vitronectin/S-Protein angenommen wird (referiert bei Canicatti, 1990 und Podack et al., 1991).
So wurde auch für die lytischen Proteine der Invertebraten eine ähnliche chemische Struktur
postuliert, die in einem regulatorischen Mechanismus eine Rolle spielt (Tschopp und Nabholz,
1990). In dem Schwamm Microciona prolifere konnte bereits einige Jahre vorher, als die
Regulatorfunktion des multifunktionalen Proteins Vitronectin noch unbekannt war, ein Struktur-
protein mit einer funktionalen Ähnlichkeit zu Vitronectin nachgewiesen werden, eine immunolo-
gische und strukturelle Verwandtschaft wurde jedoch ausgeschlossen, da dieses Protein nicht mit
anti-Vitronectin Antiseren reagierte (Varner et al., 1988). In Invertebraten wurden 1992 von zwei
Arbeitsgruppen unabhängig voneinander Vitronectin-ähnliche Substanzen mit anti-Vitronectin
Antiseren nachgewiesen (Nakashima et al., 1992, Ehlers und Lange, 1992). Mit der für humanes
Vitronectin genutzten Trennmethode der Glasperlen- und Heparin-Säulenchromatographie wurde
deshalb die Cölomflüssigkeit von Lumbriciden fraktioniert. Die Isolierung des Proteins bis zur
Homogenität aus der Cölomflüssigkeit von E senia fetida fetida gelang erst mit der Elutions-
Elektrophorese. Das gereinigte 67-kDa Protein zeigt eine regulierende Wirkung der lytischen
Aktivität Eiseniapores, wir nannten es deshalb den Eiseniapore-regulierenden Faktor (ERF). Er
ist in seiner Wirkung nicht von Ca2+- und/oder Mg2+-abhängig, verliert aber nach Inkubation mit
Ethanol, KSCN oder NaSCN bezeihungsweise mit KCl oder NaCl einen Teil seiner Aktivität.
Das humane Vitronectin besitzt einen Heparin-Bindungsort, der mit den cysteinreichen
Bereichen von C9-Monomeren wechselwirkt. Die cysteinreichen Domänen ermöglichen die
Oligomerisierung der Monomere zu einer transmembranalen Pore. Bei Maskierung dieser
Domänen der Monomere durch Vitronectin ist die Assemblierung von C9-Molekülen nicht mehr
möglich. Für den Eiseniapore-regulierenden Faktor konnte ein Heparin-Bindungsort nachgewie-
sen werden. Wird dieser mit Heparin blockiert, verliert der ERF seine inhibitorische Wirkung.
Die in Anneliden regulierenden Proteine sind, wie enzymimmunologische Verfahren zeigten,
durch antigenes Material (Säuger-Erythrozyten) stimulierbar (Ehlers und Lange, 1992). Dies
könnte damit erklärt werden, daß der ERF ohne antigene Strukturen auf einem niedrigen Level
im Cölomraum zirkuliert. Gelangt invasives Material in das Cölom, erhöht sich die hämolytische
Aktivität der Cölomflüssigkeit (Mohrig et al., 1997), dies kann mit einer Stimulierung der
lytischen Proteine erklärt werden. Durch die höhere lytische Aktivität im Cölomraum ist auch ein
erhöhter Schutz vor der Autolyse erforderlich.
Bei Vertebraten wird der Schutz vor der Auto- oder Selbstlyse durch membranständige und
lösliche Faktoren gewährleistet. Ein membranständiger Faktor, der Zellen vor dem Komplement-
system schützt, ist der "homologe Restriktions-Faktor" (HRF) (Zalmann et al., 1986; Hänsch,
1988; Zalmann und Müller-Eberhardt, 1994; Hayashi et al., 1996; Koike et al., 1996; Kawano et
al., 1997). Vitronectin hingegen zirkuliert frei im Plasma (Peake et al., 1996; Su, 1996; Zhuang et
al., 1996; Seiffert, 1997).
Unsere Ergebnisse lassen auf ähnliche Verhältnisse (membranständiger Schutz und frei
zirkulierender Schutzmechanismus) bei den Lumbriciden schließen. Die Abwesenheit von
Sphingolipiden in den das Cölom passierenden Nervenbahnen kann als membranständiger Schutz
angesehen werden, wohingegen ein frei zirkulierender Schutzmechanismus vor den körpereige-
nen lytischen Proteinen durch den Eiseniapore-regulierenden Faktor gewährleistet werden kann.
Die immunologische Nähe ergibt sich aber vor allem auch aus der demonstrierten Austausch-
barkeit der Regulatorproteine aus Invertebraten und Vertebratenbereich. Aus Säugern isoliertes
Vitronectin hemmt die Komplement-vermittelte Lyse von Erythrozyten fast vollständig. Das
gleiche Protein unterdrückt jedoch auch die Eiseniapore-induzierte Hämolyse. Vitronectin war
nicht der erste Inhibitor der Komplementlyse, der im Invertebratenbereich getestet wurde. Die
bisher untersuchten Inhibitoren (Hydrazin, Zymosan und Methylamin), zeigen keine Wirkung auf
die Hämolysine (Söderhall, 1982; Roch et al., 1989; Armstrong et al., 1993). Die verwandten
Inhibitoren inaktivieren Komplement durch die Wirkung auf dessen Schlüsselkomponente C3.
Auch wenn über eine C3 Komponente in Invertebraten spekuliert werden kann, wird in der hier
vorgelegten Untersuchung die Auffassung vertreten, daß die in höheren Vertebraten charakteri-
stische Kaskade von C3 über C4, gefolgt von den terminalen Komponenten C5 bis C9, in
Invertebraten nicht zu erwarten ist. Da man gegenwärtig von folgender phylogentischer Ent-
wicklung des Komplementsystems ausgeht: Durch Genduplikation und anschließende Mutatio-
nen entstand aus dem genetischen Material des Perforins das Protein C9. Aus diesem evolvierten
dann die anderen terminalen Proteine des Komplements, zuerst C8, aus dem sich dann C7,
gefolgt von C6, entwickelten; dieser Komplex könnte sich dann in ein bereits vorhandenes
primitives Komplementsystem, welches bis dahin der Opsonierung von Mikroorganismen diente,
eingegliedert haben (Podack et al., 1991; Baish et al., 1997). So besitzt Ginglymostoma serratum
(Ammenhai) im terminalen Bereich seines Komplementsystems erst die Komponenten C8 und
C9, alle anderen fehlen, sie wurden erst phylogentisch später entwickelt (Fuji und Murakawa,
1981; Banner und Smith, 1997.).
Aus den dargelegten stammesgeschichtlichen Gründen erwarten wir nicht, daß Inhibitoren,
die C3 beeinflussen, die hämolytische Aktivität in Invertebraten inhibieren. Für den Inhibitor von
C9 und Perforin (Vitronectin) hingegen konnte eine Beeinflussung des Invertebraten-Hämolysins
Eiseniapore gezeigt werden. In Analogie zu diesen Experimenten wurde der Eiseniapore-
regulierende Faktor auf seine Wirkung auf die Komplement-vermittelte Lyse von Erythrozyten
getestet. Es konnte eine inhibierende Wirkung auf die Komplementlyse gezeigt werden. Der
Inhibitor des lytischen Proteins aus Oligochaeten ist mit dem Inhibitor der Komplement-
vermittelten Lyse der Säuger funktional austauschbar.
5.12. Eiseniapore und dessen Regulator (ERF) sind immunologisch verwandt mit der
Komplementkomponente C9 und dessen Regulator Vitronectin
Von verschiedenen Autoren wird kreuzreagierendes Verhalten als erster Hinweis auf eine
Aminosäuresequenzverwandtschaft interpretiert (referiert bei Ojcius und Young, 1991). Bei
porenformenden Proteinen ist nach dem Nachweis der Kreuzreaktivität eine solche Verwandt-
schaft auch gezeigt worden: Polyklonale Antikörper gegen die porenformenden Proteinen von
Actinobacillus pleuropneumoniae kreuzreagieren mit Überständen von Streptococcus suis,
Pasteurella hemolytica und Escherichia coli. In dann folgenden Untersuchungen fand man
Sequenzhomologien bei diesen Proteinen zwischen A. pleurop eumoniae und P. hemolytica von
64% Homologie oder zwischen A. pleuropneumoniae und E. coli von 44% Homologie (Braun
und Focareta, 1991).
Nachdem auf Grund von Kreuzreaktionen in der Gruppe der Thiol-aktivierbaren Porenformer
wie - Listeriolysin O (Listeria monozytogenes), Pneumolysin (Streptococcus pneumoniae),
Streptolysin (S. pyogenes) und Perfringolysin (Clostridium perfringens) - eine phylogentische
Verwandtschaft vermutet wurde, konnte durch Sequenzanalyse zwischen diesen Proteinen 55%
und 65% Homologie gezeigt werden.
Kreuzreaktivität ist aber nicht notwendiger Weise ein Hinweis auf eine Aminosäuresequenz-
verwandtschaft. Was erkennt ein kreuzreagierender Antikörper? Ein Antikörper erkennt die Form
einer Struktur, nicht deren Inhalt. Gegenwärtig geht man davon aus, daß Elektronenwolken -
auch von proteinfreien und somit aminosäurenfreien Substanzen - durch Antiköper eher identifi-
ziert werden als spezifische chemische Strukturen (Roitt, 1995). Somit kann ein Antikörper ein
Antigen eher in seiner Gesamtheit als in seiner Zusammensetzung erkennen. Dies wird deutlich
durch das Phänomen der Kreuzreaktivität belegt. Da gerade diese Argumentation widersprüch-
lich diskutiert wird (Braun und Focareta, 1991), soll der Beschreibung von Kreuzreaktionen an
proteinfreien Substanzen an dieser Stelle größerer Raum eingeräumt werden. Ein gegen ein
bestimmtes Antigen gebildeter Antikörper erkennt auch ein anderes Antigen; so kann beispiels-
weise durch Immunisierung mit dem Metaisomer von Aminobenzolsulfo at i  Antikörper gegen
diese Substanz hergestellt werden. Wenn dieser Antikörper mit den Ortho- und Paraisomeren des
Aminobenzolsulfonats, wie auch zusätzlich mit den Ortho-, Meta-, und Paraisomeren von
Aminobenzolarsonat und Aminobenzolcarboxylat, die mit dem Antigen Aminobenzolsulfonat
chemisch verwandt aber nicht identisch sind, in Reaktion gebracht wird, kommt es zu spezifi-
schen Reaktionen und Kreuzreaktionen41- den planaren Carboxylatgruppe in Metastellung (Roitt
                                            
41     Im einzelnen ergeben sich folgende Reaktionen:
- der gegen Aminobenzolsulf nat gebildete Antikörper reagiert am stärksten spezifisch mit den
Sulfonatgruppen in Metastellung (die eine Tetraederstruktur besitzen) und
et al., 1995)..
Zu keinen Kreuzreaktionen kommt es, wenn der Antiköper mit Arsonat- und Caboxylatgrup-
pen in Ortho- oder Parastellung inkubiert wird. Diese Ergebnisse belegen eindrucksvoll, daß die
Gesamtkonfiguration des Antigens ebenso wichtig wie dessen chemische Zusammensetzung ist.
Die Kreuzreaktivität von Eiseniapore und C9, sowie dem ERF und Vitronectin deutet somit nicht
zwingend auf eine Homologie zwischen den kreuzreagierenden Proteinen42. Die für ine
immunologische Kreuzreaktion erforderlichen gemeinsamen oder ähnlichen antigenen Determi-
naten belegen eine strukturelle oder partiell strukturelle Verwandtschaft. Eine immunologische
Verwandtschaft schließt jedoch eine phylogentische Verwandtschaft nicht zwangsläufig ein. So
kann aus der Kreuzreaktion von Eiseniapore mit C9 und von dem Eiseniapore-regulierendem
Faktor mit Vitronectin/ S-Protein auf strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen den Proteinen aus
Invertebraten mit denen aus Vertebraten geschlossen werden.
Der Begriff der immunologischen Verwandtschaft ließe sich an den einer phylogentischen
Verwandtschaft binden, wenn davon ausgegangen wird, daß in der Evolution auch Formen und
Strukturen ("Strukturschablonen", Creighton, 1983) weitergegeben werden. Anfang der neunzi-
ger Jahre wurde vorgeschlagen, die großen porenbildenden Proteine auf eine immunologische
Verwandtschaft zu untersuchen, da so Aussagen über die Strukturen möglich wären, die notwen-
dig für die Bildung einer Pore sind (Ojcius und Young, 1990, 1991). Mit der gezeigten Kreuzre-
aktivität von Eiseniapore und C9 ist erstmals eine immunologische Verwandtschaft von einer
Komplementkomponente mit einem lytischen Proteinen eines Invertebraten nachgewiesen
worden. Es ist neben dem Toxin des Einzellers Trypanosoma cruzi das zweite nachgewiesene zu
C9 immunolgisch verwandte Toxin (Andrews et al., 1990).
Die Bestimmung des N-Terminus der Aminosäuresequenz von Eiseniapore gelang nicht, da
dieser blockiert war. Deshalb wurden Peptidfragmente durch enzymatische Spaltung gebildet, um
diese anschließend auf Sequenzhomologien zu untersuchen. Wir konnten größere Bereich von
homologen Strukturen von Eiseniapore zu Hämoglobinen von Lumbricus terrestris nachweisen;
größere Bereiche sind mit Sequenzen aus Globin C und eine Fraktion mit dem Globin AIII (beide
L. terrestris) identisch. Ein kleinerer Abschnitt aus Eiseniapore ist identisch mit einem Sequenz-
bereich aus einer Serin-Carboxypeptidase (E.C. 3.4.16.5.), eine Ähnlichkeit besteht außerdem zu
einer Lipoxygenase (E.C. 1.13.11.12) aus Chloroplasten. Wichtig wird der Befund der Homolo-
gie zu Lumbricus terrestris Hämoglobinen durch ein interessantes Resultat von Suzuki und Riggs
(1993). Sie fanden in der Struktur von Genen und Proteinen der L1-Kette des Lumbricus-
                                                                                                                              
- geringer mit der Sulfonatgruppe in Orthostellung und am schwächsten, wenn sich die Sulfonat-
gruppe in Parastellung befindet,
- der gleiche Antikörper reagiert mit dem chemischen verwandten (= kreuzreagiert): der tetraedi-
schen Arsonatgruppe in Metastellung und
42  Zum Teil wird Begriff "immunologischen Homologie" für kreuzreagierende Proteine ver-
wandt. "Homologie" ist allerdings schon zwischen Proteinen nicht einheitlich definiert.
Hämoglobins eine Homologie zum low-density-lipoprotein-(LDL)-Rezeptor und vermuten
deshalb einen evolutionären Zusammenhang von Lumbricus-Hämoglobin und der terminalen
humanen Komplementkomponente C9, einem Mitglied der Perforin-Familie. Die humane C9-
Komponente und der LDL-Rezeptor sollen durch die Neukombination von Exons ("exon
shuffling") - als Neukombination von funktionalen "Modulen" der Proteine - in der molekularen
Evolution entstanden sein, sie gelten daher als phylogentisch verwandt (Urich, 1990). Unterstützt
wird eine solche Überlegung durch eine Ähnlichkeit von 70 % einer größeren Fraktion aus
Eiseniapore (Lys-Glu-Ile-Pro-Glu-Val-Ala-Asp-Leu-Phe) mit dem Protein C9 (Lys-Tyr-Ile-Pro-
Glu-Ile-Ala-Glu-Leu-Tyr; Aminosäureposition: 459 - 468)43. Auch wenn dieser Grad der
Übereinstimmung noch nicht als homolog gelten kann, gibt er neben dem bestehenden Nachweis
der Kreuzreaktivität (siehe Ergebnisse, Kap. 4.18. und 4.19.) einen weiteren Hinweis auf eine
immunologische Verwandtschaft, insbesondere da auch schon innerhalb der Säuger Überein-
stimmungen von Vertretern der Perforin-Familie nur gering ausgeprägt sind (Komiyama et al.,
1997). Insgesamt erscheint es lohnend, die begonnen Arbeiten zur Sequenzanalyse Eiseniapores
fortzuführen.
 Die Resultate einer immunologische Verwandtschaft von Eiseniapore und C9 führen zu
wichtigen Implikationen über das Verständnis der Immunantwort von Anneliden. Ciliaten,
Gregarinen (überwiegend Fam. Monocystidae), Cestoden und Nematoden, die typischen
Parasiten der Anneliden, besitzen, wie bereits oben erwähnt, als typischen Bestandteil ihrer
Lipidkomposition Sphingolipide (Kaneshiro, 1987; Maloney und Semprevivo, 1991; Nishimura
et al., 1991; Satouchi et al., 1993; Chitwood et al., 1995). Dieses Lipide können sowohl für C9
als auch für Perforin als Rezeptor fungieren. Die Mitglieder der Perforin-Familie weisen neben
der lytischen Aktivität auch noch eine chemotaktische Wirkung aus. Eine solche Aktivität kann
auf Grund der strukturellen Verwandtschaft auch für Eiseniapore diskutiert werden. In den
Cölomraum eindringende einzellige Parasiten könnten somit direkt durch transmembranale
Eiseniapore-Kanäle zerstört werden. Auf mehrzellige Parasiten könnte sich der von Eiseniapore
gebildete Kanal ebenfalls integrieren, aber dort, wie auch für die Mitglieder der Perforin-Familie
beschrieben, eine chemotaxische Wirkung entfalten, die dann zelluläre Bestandteile des Abwehr-
systems der Anneliden anlockt, um mehrzellige Parasiten einzukapseln und abzutöten.
Ein zusätzliches Indiz für eine solche Überlegung ist die Analogie von Wirkungen, die
sowohl einzelne Mitglieder der Perforin-Familie als auch das vor kurzem isolierte Lysenin44
                                            
43  Die sich erst in der Anfangsphase befindlichen Sequenzanalyse gestattet erst begrenzte
Aussagen. Bemerkenswert ist, daß das Peptidfragment Eiseniapores die Ähnlichkeit zu C9 in
dem Bereich der Aminosäureposition aufweist, der für die physiologische und hämolytische
Wirkung von C9 mitverantwortlich ist.
44 Lysenin besitzt eine hämolytische Aktivität, die die Anwesenheit von Sphingomyelin benöt-
gen könnte (Sekizawa, persönliche Mitteilung). Das Molekulargewicht wird von Sekizawa et al.
(1996, 1997) 33 kDa angegeben. Dieses Gewicht wurde mittels Säulen-Chromatograpie be-
stimmt, bei einer Bestimmung mit der SDS-PAGE besitzt das gleiche Protein ein Molekularg-
(Sekizawa, 1997) aus der Cölomflüssigkeit von Eisenia fetida ssp. initiiert. Ein wichtiger
biologischer Effekt der Mitglieder der Perforin-Familie ist die Fähigkeit, eine Kontraktion glatter
Muskel herbeizuführen. Lysenin besitzt die gleiche Eigenschaft, noch bei sehr geringer Konzen-
tration (~ 10-8 M) induziert es deutliche Muskelkontrakti .
                                                                                                                              
wicht von 41 kDa (Sekizawa et al., 1996).
5.13. Zusammenfassende Betrachtung der eigenen Ergebnisse an Hand lytischer
Proteine aus den diskutierten Arten des Taxons  Eisenia fetida
Das nach dem dänischen Physiologen benannte "A.-Krogh-Prinzip" besagt, daß es für jedes
Problem eine Tierart gibt, an der es besonders gut studiert werden kann. Es ist bereits in der
Einleitung begründet worden, warum es sinnvoll ist, an der Art Eisenia fetida ssp. die Aktivität
von lytischen Proteinen in Anneliden zu studieren.
Das Vorhandensein eben dieser Art Eisenia fetida ist jedoch von Taxonomen mehrfach
bezweifelt worden. Zwei sich widersprechende Thesen werden vertreten; Eisenia fetida ist ein
Kosmopolit und somit eine weltweit nachzuweisende Art mit entsprechenden Variationen, oder
Eisenia fetida (Savigny 1826) ist nicht uniform, es sind zwei Arten (oder Unterarten): Omodeo
(1952) fand zwei morphologische Varianten von Eisenia fetida (Sav.), die unterschiedliche
Zelltypen und  -größen aufwiesen. André (1963) beschrieb darauf aufbauend, zwei Farbvarianten
Eisenia fetida typica (André 1963) und Eisenia fetida unicolor (André 1963), die sich unterei-
ander nicht fortpflanzen, da sie sterile Hybriden produzieren. Da Hybridsterilität zahlreiche
Grenzfälle einschließt, genügt es heute als einziges Kriterium für eine Art jedoch nicht mehr
(Futuyma, 1990). Die Typen von André (1963) wurden durch Bouché (1972) revidiert: Eisenia
fetida typica (André 1963) in Eisenia fetida fetida (Bouché 1972) und Eisenia fetida unicolor
(André 1963) in Eisenia fetida andrei (Bouché 1972). Jaenike (1982) hat in Auswertung der
Ergebnisse von André (1963) und Bouché (1972) gefolgert, daß die Unterarten als eigene Arten
aufzufassen sind. Er schlug folgende Benennung vor: Eisenia fetida (Savigny 1826) für Eisenia
fetida andrei (Bouché 1972) und Eisenia unicolor (André 1963) für Eisenia fetida fetida (Bouché
1972). Diese Bezeichnung hat sich nicht durchgesetzt. Ein Grund dafür könnte sein, daß Eisenia
fetida (Savigny 1826) einmal die Bezeichnung der Erstbeschreibung sein kann oder aber die
Benennung für die als Art aufgewertete Unterart Eisenia fetida andrei (Bouché 1972) (= Eisenia
fetida typica (André 1963)).
Da Geschwisterarten, die morphologisch kaum zu unterscheiden sind, deutlich unterschiedli-
che physiologische/immunologische Eigenschaften besitzen können, erlangte die Frage, ob
Eisenia fetida eine uniforme Art oder mehrere Arten sind, größere Relevanz, da die kommerziell
vertriebenen Eisenia fetida für viele toxikologische und biochemische Studien Bedeutung
besitzen; die Resistenz von Eise ia fetida gegen toxikologisch wirksame Substanzen hängt stark
von physiologischen/immunologischen Charakteristika ab (Furst et al., 1993; Ville et al., 1995).
Außerdem sind in den letzten Jahren mehrfach widersprüchliche Ergebnisse zu hämolytischen,
hämagglutinierenden und antibakteriellen Faktoren gewonnen worden, so daß es sinnvoll ist, sich
der Frage zuzuwenden, ob Eisenia foetida taxonomisch eine einheitliche Gruppe darstellt.
Die elektrophoretische Analyse der Esterasen von Eisenia fetida zeigten erstmals auch
physiologische Unterschiede der Varianten und unterstützte so die These der möglichen zwei
Arten (Oien und Stenersen, 1984). Bisher fehlten weitere Analysen von physiologi-
schen/immunologischen Unterschieden der Varianten. Da die lytischen Proteine aus diesen
möglichen beiden Arten45 isoliert vorliegen, können sie verglichen werden: Eiseniapore aus
Eisenia fetida fetida und die Fetidine aus Eisenia fetida andrei. Wie in der Einleitung bereits
dargelegt, können Eiseniapore und Fetidine auch unterschiedliche Proteine in ein und derselben
Art sein; beziehungsweise könnte Eisenipore und die Fetidine auch in der jeweils anderen
Species vorkommen. Im folgenden soll deshalb der Schwerpunkt auf dem Vergleich der unter-
schiedlichen lytischen Moleküle liegen.
Beide Proteine sind in der Lage, Säuger-Erythrozyten zu lysieren. Für Eiseniapore konnte
außerdem gezeigt werden, daß es befähigt ist, in Liposomen einen Leakage zu induzieren. Für
Fetidine ist, wie auch für die Cölomflüssigkeit von Eisenia fetida andrei, eine bakteriostatische
Wirkung gegen ein breites Spektrum von Mikroorganismen nachgewiesen worden (Milochau et
al., 1997). Die Cölomflüssigkeit von Eisenia fetida fetida zeigt hingegen eine antibakterielle
Aktivität gegen ein sehr kleines Spektrum an Mikroorganismen (Kauschke und Mohrig, 1987).
Eiseniapore reiht sich mit seiner Fähigkeit, ma romolekulare Proteinporen in Targetmembra-
nen zu integrieren, in die Gruppe der in der Evolution sehr erfolgreichen kanalbildenden Proteine
ein. Die Fetidine können ebenfalls räumlich eng begrenzte, diskrete Läsionen in der Membran zu
verursachen, jedoch fehlt ihnen die für Kanalbildner charakteristische Eigenschaft, die Läsion
durch ringförmige Proteinporen zu induzieren und zu umschließen (Roch et al., 1989).
In ihrer lytischen Aktivität variieren die Fetidine zwischen 4°C und 45°C nicht (Roch et al.,
1989), Eiseniapore hingegen ist in seiner lytischen Wirkung ein deutlich Temperatur-abhängiges
Protein. Beiden lytischen Proteine ist gemeinsam, daß sie, im Gegensatz zu vielen beschriebenen
Hämolysinen der Invertebraten, weder Ca2+ noch Mg2+  benötigen, um ihre maximale lytische
Aktivität zu erreichen.
Deutliche Unterschiede zeigen sich in der Wirkung von Kohlenhydraten auf die lytische
Aktivität der beiden Moleküle. Während Zucker,  wie D-Glucose, Lactose und D-Galactose,
Cellobiose die Aktivität der lytischen Proteine von E senia fetida andrei inhibieren (Roch et al.,
1984), beeinflußt keiner der getesteten einfachen Zucker die lytische Aktivität Eiseniapores. Die
Hemmung durch komplexe Zucker (N-Acetyl-D-Glucosamin, N-Acetyl-D-Galactosamin) ist für
beide Moleküle nachzuweisen. Für lytische Fraktionen der Cölomflüssigkeit von Ei enia f tida
fetida ist die Wirkung von komplexen Kohlenhydratstrukturen (Fetuin, a1-saures Glucoprotein,
Thyroglobulin) sehr detailiert analysiert worden; von diesen Untersuchungen ausgehend, ist
vermutet worden, daß N-Acetyl-Neuraminsäure - beispielsweise in Form von Gangliosiden - der
Rezeptor in der Targetmembran ist (Eue et al., 1991; Mohrig et al., 1996). Für die lytische
Aktivität Eiseniapores konnten wir die Wirkung von Kohlenhydraten bestätigen und fanden im
Zusammenhang mit der agglutinierenden Fähigkeit von Eiseniapore einen deutlichen Hinweis auf
die Lektinstruktur dieses lytischen Proteins. Auch wenn für semi-gereinigte Hämolysine von
Eisenia feitda andrei eine agglutinierende Aktivität demonstriert wurde (Roch et al., 1987),
                                            
45 Da die taxonomische Benennung der Arten/Unterarten z.Z. unbefriedigend gelöst ist, werden für die
bessere Darstellung ausschließlich die Bezeichnungen der Unterarten verwandt.
konnte diese Aktivität bei den Fetidinen nicht gezeigt werden, sie sind demnach keine Lektine
oder Lektin-ähnliche Strukturen.
Wir fanden bei Versuchen mit Eiseniapore keine Bestätigung für die Vermutung, daß
Neuraminsäuren allein oder die Ganglioside einen Rezeptor darstellen. Eine Rezeptorwirkung für
Eiseniapore war nur für Sphingolipide wie Sphingomyelin und Galactosylceramid nachzuweisen.
Wir können auch ausschließen, daß auf biologischen Membranen wie Erythrozyten Rezeptoren
mit einer Kohlenhydrat- oder Proteinstruktur als zusätzlicher Rezeptor für Eiseniapore fungieren.
Sphingolipide sind somit vermutlich obligat für lytische Aktivität Eiseniapores. Für die Fetidine
sind Versuche mit Liposomen für die Analyse des Rezeptors angekündigt, die Durchführung
steht jedoch aus, so daß für die Fetidine bisher kein Rezeptor nachgewiesen worden ist. Angerei-
cherte, aber nicht gereinigte Hämolysine aus Eisenia fetida andrei lassen sich in ihrer Wirkung
nicht durch Phosphorylcholinchlorid inhibieren. Die lytische Aktivität der Cölomflüssigkeit von
Eisenia fetida fetida ließ sich durch diese Substanz deutlich unterdrücken (Ehlers und Lange,
1992). In Versuchen mit der gereinigten lytischen Komponente Eiseniapore konnte die molekula-
re Struktur, auf die die Inhibierung mit Phosphorylcholinchlorid hindeutete, genauer aufgeklärt
werden. Die von uns nachgewiesenen Eiseniapore-Rezeptoren Ceramidphosphocholin (=
Sphingomyelin) und Galctosylceramid verweisen auf die essentielle Bedeutung hydrophiler
Kopfgruppen wie Galactosyl oder Phosphorylcholin und auf die Notwenigkeit eines Cerami-
drückgrates.    Für die zwei Fetidine aus Eisenia fetida andrei wurden ungefähr 104 Moleküle
pro Erythrozyt errechnet, die nötig sind, um einen 50%-ige Lyse zu induzieren (Milochau et al.,
1997). Ausgehend von Arbeiten mit Mellitin, einschließlich synthetischen Analoga und dem d-
Hämolysin von Staphylococcus aureus, verwiesen die Autoren auf die Fähigkeit von Erythro-
zyten, 107 Toxinen pro Zelle zu binden. Diese Anzahl wurde von Milochau et al. (1997) mit der
notwendig Anzahl von Toxinen, die benötigt wird, um eine Lyse einzuleiten, gleichgesetzt. Die
Autoren werten die Differenz aus den maximal möglichen 107 und den realisierten 104 gebunden-
den Fetidinen als Hinweis auf einen Rezeptor. Wir halten jedoch die Gleichsetzung von Bindung
mit Lyse für problematisch - Bindungsverhalten ist nicht kongruent mit Leakag verhalten.
Eiseniapore induziert mit 105 Molekülen pro Zelle eine 50%-ige Lyse von Schaferythrozyten,
der Anteil der für die Lyse notwenigen Toxine liegt um eine Zehnerpotenz höher, es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, daß die Differenz von Fetidinen und Eiseniapore auf unterschiedli-
che, experimentelle Verfahren zurückzuführen ist.
Die lytische Aktivität der Fetidine ist im Gegensatz zu der von Eiseniapore nicht durch
Heparin inhibierbar, für das eine inhibierende Wirkung auf das lytische Vermögen von Komple-
ment in vitro (Edens et al., 1994) und vivo (Weiler et al., 1992) gezeigt wurde, auch wenn
Heparin nicht zu den natürlichen Inhibitoren gehört. Für beide lytische Proteine der Anneliden ist
analysiert worden, ob natürliche Inhibitoren/Regulatoren anderer lytischer Proteine (Komplement
und Perforin) auf sie wirken. So sind die Fetidine wie auch Eiseniapore in ihrer hämolytischen
Wirkung in Gegenwart von Komplement-Inhibitoren untersucht worden. Entsprechend dem
unterschiedlichen Grundverständnis der Arbeitsgruppen von einer möglichen immunologischen
Verwandtschaft von Fetidinen mit der Schlüsselkomponente C3 und von Eiseniapore mit der
Komplementkomponente C9, wurden überwiegend C3-Inhibitoren in ihrer Wirkung auf Fetidine
untersucht und C9-Inhibitoren für die Analyse der hämolytischen Aktivität verwandt. Lediglich
Protamin, ein basisches Protein mit 30-70% Argininanteil, das die lytische Aktivität von C9
unterdrückt, wurde in seiner Wirkung auf die beiden Moleküle untersucht. Inhibitoren der C3
Komponente beeinflussen die hämolytische Aktivität der Fetidine nicht. Vitronectin, der Inhibitor
von C9, unterdrückt die hämolytischen Fähigkeit von Eiseniapore hingegen deutlich. Beide
lytischen Proteine sind mit Protamin inkubiert worden, dieses C9 inhibierende Protein unter-
drückt nur die lytische Aktivität von Eiseniapore, die lytische Aktivität der Fetidine bleibt
unbeeinflußt.
Mit der vorgelegten Arbeit wurde die bisher phylogentisch älteste Einheit von lytischen
Protein und dessen Regulator beschrieben. In der Cölomflüssigkeit von Ei enia fetida fetida
haben wir einen Eiseniapore-regulierenden Faktor identifiziert und charakterisiert. Er ist
immunologisch verwandt mit Vitronectin und zeigt mit einem Heparin-bindungs Ort auch ein
gleiches wichtiges chemisches Merkmal.
Während sich Eiseniapore, trotz ungewöhnlicher Eigenschaften, wie die erstmals für lytische
Proteine beschriebene Thiol-Aktivierung, die mit einer Sphingomyelin-Inhibierung verbunden
ist, in das System der assemblierenden, makromolekularen Proteinporen des Abwehrsystems
einfügt, wird hingegen für Fetidine eine völlige Sonderstellung - auch in Bezug auf Hämolysine
anderer Anneliden - angenommen. Diese Stellung der Fetidine schließt einen phylogenetischen
Zusammenhang zu anderen lytischen Proteinen aus (Valembois, persönliche Mitteilung). So
finden sich neben den Gemeinsamkeiten von Eiseniapore und Fetidinen eine Vielzahl von
Unterschieden.
Zwischen den Arbeitsgruppen bestanden und bestehen enge Kontakte; über viele Jahre ist
versucht worden, aus der Eis nia fetida fetida (= Eisenia unicolor) genannten Species Fetidine
(für das semi-gereinigte Protein vormals: EFAF (Eisenia fetida andrei factor) (Roch et al., 1981)
zu isolieren. Da aber - wie dargelegt -  das Ausgangsmaterial (die Cölomflüssigkeit) schon
deutliche biochemische Unterschiede aufweis, gelang dies nicht. Im Gegenzug war es den
französischen Gruppen bisher nicht möglich, ein Eisenapore-ähnliches Molekül zu isolieren und
zu charakterisieren. Dies schließt jedoch nicht aus, daß Fetidine und Eiseniapore in beiden Arten
vorkommen.
Insbesondere für die geplanten toxikologischen Untersuchungen zum Ah-Rezeptor in Eisenia
fetida ssp. und der Wechselwirkung ihres Abwehrsystems mit Dioxinen (Cooper, persönliche
Mitteilung) sollte berücksichtig werden, daß Tiere aus einheitlichen Zuchten entnommen werden.
Denn neben den bereits identifizierten Unterschieden im dem Protein-Muster der Cölomflüssig-
keit, vor allen aber wegen der Tasache, daß die Individuen der beiden vermuteten Arten unterein-
ander keine fortpfanzungsfähigen Nachkommen zeugen, könnten die Unterschiede von Kompo-
nenten des Abwehrsystems ein zusätzlicher Grund sein, von einem Taxon auszugehen, welches
vermutlich keine homogene Gruppe darstellt.
Folgende weiterführenden Fragestellungen und Überlegungen ergeben sich aus den disku-
tierten Ergebnissen. Eiseniapore ist ein stark lytisch wirkendes porenfomendes Protein. In der
vorlegten Arbeit wurde dies für Liposomen und Erythrozyten gezeigt. Wie für den Membranan-
griffskomplex des Komplements und für Perforin ist auch für Eiseniapore die physiologi-
sche/immunologische Bedeutung nicht geklärt. Weiterführende Untersuchungen mit Bakterien
und Parasiten sollten Auskunft über die Bedeutung Eiseniapores geben. Die Vorversuche zu der
zytotoxischen Wirkung Eiseniapores auf Tumorzellen, lassen eine Fortführung der Experimente
sinnvoll erscheinen. In Anlehnung an die Versuche von Song et al. 1996 und Russo et al., 1997
sollte versucht werden, Metallionen und Enzyme zu identifizieren, die die Pore gezielt öffen und
schließen.
Zur Strukturuntersuchung der Eiseniapores bietet sich die Elektronenmikroskopie an. Die
Eiseinbettungstechnik der Kryoelektronenmikroskopie erhält dabei die native Struktur und
könnte gegebenenfalls sogar verschiedene Funktionszustände des Proteins abbilden. Jüngere
statistische und mathematische Methoden erlauben durch Bildmittelung und dreidimensionale
Rekonstruktion eine Modellierung des oligomerisierten Proteins (Schatz und van Heel, 1990;
Schatz et al., 1995). Das Verständnis über die Struktur Eiseniapores und seines Regulators würde
durch eine Sequenzanalyse deutlich vertieft werden. Nachdem gezeigt wurde, daß Eiseniapore
Sphingolipide für die Vermittlung des Leakage benötigt und das Ausmaß der Leakage durch die
Anwesenheit von Cholesterol gesteigert werden kann, könnte durch Ceramide und Ceramidana-
loga (siehe auch: Nieva et al., 1994; Corver et al., 1995; Moesby et al., 1995) die molekulare
Struktur dieser Wechselwirkung von Sphinglipiden und Cholesterol näher beschrieben werden:
Unter anderem, ob die 3-OH Gruppe und/oder die zweikettige Struktur des Ceramids für diesen
Effekt verantwortlich ist (Slotte, 1996). Für die Membranwechselwirkung d s Semliki-Forest-
Virus, der Sphingolipide für das Fusionsereignis benötigt, konnte beispielsweise gezeigt werden,
daß nur die D-Erythro-Isomere eine aktive Form darstellen.
Die gewonnenen Resultate und der Ausblick auf die weiteren Experimente zeigen, daß die
Charakterisierung der Struktur Eiseniapores, der Membran-wechselwirkung und der Regulation
der lytischen Aktivität einen wesentlichen Beitrag für das bessere Verständnis der sogenannten
makromolekularen Poren allgemein leisten kann; aber einen solche Analyse erweitert auch ganz
speziell unser Wissen um die immunologische Abwehr einer phylogenetisch erfolgreichen und
wichtigen taxonomische Gruppe:  “Earthworms have played a most important part in the history
of the world.” (Darwin, 1881).
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Prof. Götz (FU Berlin) prägte durch anregende Gespräche auf der Insel Hiddensee mein
Verständnis der Invertebratenimmnologie. Ich danke ihm für die Möglichkeit, in seinem Labor
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